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du mandataire 
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" id ci MTP voir la notification de transmission du rapport de recherche Internationale 
PUUM S>Ui 1 1 (formu | aire PCT/ISA/220) et le cas echeant. le point 5 ci-apres 
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Demande internationale n° 

PCT/FR 98/00849 


Date du depot international (jour/mois/annee) 

28/04/1998 


(Date de priorite (la plus ancienne) 
(jour/mois/annee) 

28/04/1997 



Deposant 



INSERM 



Le present rapport de recherche Internationale, etabli par ^administration chargee de la recherche internationale. est transmis au 
dlpoSnt conformement a Tarticle 1 8. Une copie en est transmise au Bureau ,ntemat,onal. 



feuilles. 



Ce rapport de recherche internationale comprend 3 

(2 ll est aussi accompagne d'une copie de chaque document relatif a I'etat de la technique qui y est cite. 



1 . II a ete estime que 



certaines revendications nepouvaient pas faire I'objet d une recherche(voir le cadre I). 



2. Q 11 y a absence d'unite de l'invention(voir le cadre II). 

3 m La demande internationale contient la divulgation d'un listage de sequence de nucleotides oud'acides amines et la 

' ^ recherche internationale a ete effectuee sur la base du listage de sequence 

depose avec la demande internationale 
| | fourni par le deposant separement de la demande internationale 

HI sans etre accompagnee d'une declaration selon laquelle il n'inclut pas d'elements 
1 — 1 allant au-dela de la divulgation faite dans la demande internationale telle 
qu'elle a ete deposee. 

| | transcrit par ['administration 



4 En ce qui concerne le titre,[~)ff 

□ 



le texte est approuve tel qu'ii a ete remise parle deposant. 
Le texte a ete etabli par ('administration et ala teneur suivante: 



5. En ce qui concerne Tabrege, 



□ 



le texte est approuve tel qu : il a ete remis parle deposant 

le texte (reproduitdans le cadre III) a ete etabli par I'administration conformemenl t a la 
%Se38 2b) Le deposant peut presenter des observations a I'adm.nistratjon dans ^un , dela. 
?unmois a compter de la date d'expedition du present rapport de recherche mternat.onale. 



6. La figure des dessins a publier avec I'abrege est la suivante: 

Figure n° | | suggeree par le deposant. 

| [ parce que le deposant n'a pas suggere de figure. 
| | parce que cette figure caracterise mieux invention. 



[Y] Aucune des figures 
n'est a publier. 
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Selon la classification Internationale des brevets (CIB) ou a la fois selon la classification nationale et la CIB 



B. DO MAIN ES SUR LESQUELS LA RECHERCHE A PORTE 



Documentation minimale consultee(systeme de classification suivi des symboles de classement) 

CIB 6 C12N 



Documentation consultee autre que la documentation minimale dans la mesureou ces documents relevent des domaines sur lesquets a porte la recherche 



Base de donnees electronique consultee au cours 
utilises) 



de la recherche Internationale (nomde la base de donnees, et si celaest realisable, termes de recherche 



C. DOCUMENTS CONSIDERES COMME PERTINENTS 



Categorie 



Identification des documents cites, avec.te cas echeant : r indication des passages pertinents 



A 



WO 96 01324 A (INSERM) 18 janvier 1996 



voir le document en entier 



WO 94 05786 A (BEIERSDORF AG) 17 mars 1994 
voir abrege 

voir page 5, ligne 9 - page 6, ligne 7 
voir page 9, ligne 29 - page 15, ligne 13 
voir revendications 1-18 

WO 94 05785 A (BEIERSDORF AG) 17 mars 1994 



voir abrege 

voir page 9, 1 igne 29 



- page 22, 1 igne 20 

-/-- 



no. des revendications visees 



1,2, 

8-11. 

17-22 

3-7, 

12-15 

1,2,8, 
17-22 



1,2,8, 
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| )( [ Voir la 



suite du cadre C pour la finde la liste des documents 



|X | Les documents de families de brevets sont indiquesen annexe 



° Categories speciales de documents cites: 

"A" document definissant I'etat general de latechnique, non 

considere comme particulierement pertinent 
"E" document anterieur, mais publie a la date ded6pdt international 

ou apres cette date 
"L" document pouvant jeter un doute sur une revendcation de 

priorite ou cite pour determiner la date de publication d'une 

autre citation ou pour une raison speciale (telle qu'indiquee) 

"O" document se reterant a une divulgation orale, a un usage, a 

une exposition ou tous autres moyens 
"P" document publie avant la date de depotinternational, mais 

posterieurement a la date de priorite revendiquee 



T" document utterieur publie apres la date de depdt international ou la 
date de priority et n'appartenenant pas a retat de la 
technique pertinent, mais cite pour comprendre le principe 
ou la theorie constituant la base del' invention 

"X" document particulierement pertinent; f Invention revendiquee ne peut 
etre consider4e comme nouvelle ou comme impliquant une activite 
inventive par rapport au document considere isolement 

"Y" document particulierement pertinent; p invention revendiquee 

ne peut etre considered comme impliquant une activite inventive 
lorsque le document estassocid a un ou plusieurs autres 
documents de meme nature, cette combinaison etant evidente 
pour une personne du metier 

a a° document qui fait partte de la meme famillede brevets 



Date a laquelle la recherche Internationale a eteeffectivement achev^e 

1 septembre 1998 



Nom et adresse postale de I'administrationchargee de la recherche Internationale 
Office Europeen des Brevets, P.B. 5818 Patentlaan 2 
NL - 2280 HV Rijswijk 
Tel. (+31-70) 340-2040, Tx. 31 651 epo nl, 
Fax: (+31-70) 340-3016 



Date cTexpedition du present rapport de recherche internationate 

15/09/1998 



Fonctionnaire autorise 



Panzica, G 



Formulaire PCT/1SA^210 (deuxifeme feuflle) OuiHet 1992) 



page 1 de 2 



\ 

1 4 

RAPPORT DE RECH2fi£HE INTERNATIONALE 



'nternationale No 

PCTfrR 98/00849 



C.(suite) DOCUMENTS CONSIDERES COMME PERTINENTS 



Categorie 5 



Identification des documents cites, avec.le cas echeant. Tindicationdes passages pertinents 
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WO 93 03143 A (ANDERSON W. ET AL. ) 18 

fevrier 1993 

cite dans la demande 

voir abrege 

voir page 1 - page 3 

voir page 5 - page 9 

* revendications * 

US 5 112 767 A (ROY-BURMAN PRADIP ET AL.) 
12 mai 1992 

WO 93 05815 A (FILLER AARON GERSHON ; LEVER 
ANDREW M L (GB)) 1 avril .1993 

WO 96 15813 A (UNIV MASSACHUSETTS MEDICAL 
CENTER; QUESENBERRY PETER J. (US)) 30 mai 
1996 
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date 
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DE 
AU 
EP 
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4953793 A 
0658198 A 
8502644 T 



12-01-1996 
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2114416 


A 


18-02-1993 
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25-05-1994 
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AU 
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A 
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A 
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JP 
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5665350 


A 
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REQUEST 




The undersigned requests that the present 
intec^o^^a^iMtojrtie^f pe 

according) SffflgHS <p4r^i§iiEn 




2 8 DEC 



m 



vine Office hop nnlv 



International Application No. 




tional Filing Date 



Nain^n-eceivin^Offic 



Applicant's or agent's file reference 

(if desired) (12 characters maximum) 339057/16893 



Box No. I TITLE OF INVENTION 

New Internal Ribosome Entry Site and Vector Con taining It 

Box No. n APPLICANT 

Name and address* (Family name followed by given name; for a legal entity, full official designation. The a^ess must include 
IName ana aaare^. ^^ c ^l^ name of country.) The country of the adkress indicated in this Box is the applicant s State 

(that is, country) of residence if no State of residence is indicated below.) 

INSTITUT NATIONAL DE LA SANTE ET 
DE LA RECHERCHE MEDICALE (INSERM) 
101, rue de Tolbiac 
75013 PARIS 
FRANCE 



[ [ This person is also inventor. 



Telephone No. 



Facsimile No. 



Teleprinter No. 



State (that is, country) of nationality: FR 



State (that is, country) of residence: FR 



assay D m ttaeesasstP 9E£!se D sssasas 

BOX No. m FURTHER APPLICANT(S) AND/OR (FURTHER) INVENTOR(S) 



Name and address' (Family name followed by given namejjor a legal entity, full official designation. The .address n 
IName ana aaaress. ^ 0 f country.) lie country of the address indicated in this Box is the appl 

State (that is, country) of residence if no State of residence is indicated below.) 

LOPEZ LASTRA Marcelo 
34 rue de Bourg 
69007 LYON 
FRANCE 



must include 
icant *s 



State (that is, country) of nationality: CL 



This person is: 

| | applicant only 

|~X] applicant and inventor 

| | inventor only (If this check-box 
— is marked, do not fill in below.) 



State (that is, country) of residence: FR 



pis.person is applicant □ aH designated □ fSJ® □ &S»K2ff&5 



for the purposes of 



States 



[xj Further applicants and/or (further) inventors are indicated on a continuation sheet. 
BOX No. IV AGENT OR COMMON REPRESENTATIVE; OR ADDRESS FOR CORRESPONDENCE 



The person identified below is hereby/has been appointed to act on behalf 
of the applicant(s) before the competent International Authorities as: 



agent 



| | common representative 



Name and address: (Family name followed ty given name; for a legal entity, full official designation. The address must include 

postal code and name of country.) 

MARTIN Jean-Jacques, SCHRIMPF Robert, AHNER Francis, 
WARCOIN Jacques, TEXIER Christian, LE FORESTIER Eric 

CABINET REGIMBEAU 
26 Avenue Kleber 
75116 PARIS 
FRANCE 



Telephone No. 
01 45009202 



Facsimile No. 
01 45004612 



Teleprinter No. 



riAddress for correspondence: Mark this check-box where no agent or common representative is/has been appointed and the space above is 
1 — used instead to indicate a special address to which correspondence sh ould be sent. . . 
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address must include 
the applicant's 



GABUS-DARLIX Caroline 
Les Genets II 
69630 CHAPONOST 
FRANCE 



This person is: 

[ | applicant only 

|~x| applicant and inventor 

I I inventor only (If this check-box 
1 — 1 is marked, do not fill in below.) 



State (that is, country) of nationality: FR 



State (that is, country) of residence: FR 




Name and address: £™%^J^$*™^^^ 

%axe (that is, country) of residence if no State of residence is indicated below.) 

DARLIX Jean-Luc 
Les Genets II 
69630 CHAPONOST 
FRANCE 



This person is: 

| | applicant only 

[~xl applicant and inventor 

I I inventor only (If this check-box 
1 — 1 is marked, do not fill in below.) 




Name and address: W^<^^^^^ 

%tate (that is, country) of residence if no State of residence is indicated below.) 



| | applicant only 

| | applicant and inventor 

I I inventor only (If this check-box 

1 — 1 is marked, do not fill in below.) 



State (that is, country) of nationality: 



State (that is, country) of residence: 



Name and address: 



postal code and name oj v,uwuiy.j ». j VJ v .~ • ~~~ u„ t^,, \ 

%tate (that is, country) of residence if no State of residence is indicated below.) 



| | applicant only 

| | applicant and inventor 

□ inventor only (If this check-bo. 
is marked, do not fill in below. 




State (that is, country) of nationality: 



State (that is, country) of residence: 



| | Further applicants and/or (further) inventors are indicated on a continuation sheet. 



■ + 
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Box No. V DESIGNATION OF STATES 

The following designations are hereby made under Rule 4.9(a)(mark the applicable check-boxes; at least one must be marked): 
Regional Patent 

PI AP ARIPO Patent- GH Ghana, GM Gambia, KE Kenya, LS Lesotho, MW Malawi, SD Sudan, SZ Swaziland, UG Uganda, 
ZW Zimbabwe, and any other State which is a Contracting State of the Harare Protocol and of the PCT 

n EA Eurasian Patent: AM Armenia, AZ Azerbaijan, BY Belarus, KG Kyrgyzstan, KZ Kazakstan, MD Republic of Moldova, RU Russian 
— Federation, TJ Tajikistan, TM Turkmenistan, and any other State which is a Contracting State of the Eurasian Patent Convention and 

of the PCT 

Xl EP Eurooean Patent: AT Austria, BE Belgium, CH and LI Switzerland and Liechtenstein, CY Cyprus, DE Germany DK Denmark, 
29 ESsK ^ Finland, FR France, GB United Kingdom, GR Greece, IE Ireland, IT Italy, LU Luxembourg, MC Monaco NL 

NetheXds , PT Pormgal, SE Sweden, and any other State which is a Contracting State of the European Patent Convention and of the 
PCT 

I"! OA OAPI Patent: BF Burkina Faso, BJ Benin, CF Central African Republic, CG Congo, CI C6te d'lvoire, CM Cameroon, GA Gabon 
LJ GN Guinea, ML Mali, MR Mauritania, NE Niger, SN Senegal, TD Chad, TG Togo, and any other State which is a member State of 

OAPI and a Contracting State of the PCT (if other kind of protection or treatment desired, specify on dotted line) 

National Patent (if other kind of protection or treatment desired, specify on dotted line): 

□ LS Lesotho 



□ AL Albania 

□ AM Armenia 

□ AT Austria 

Kl AU Australia 

□ AZ Azerbaijan 

□ BA Bosnia and Herzegovina ^ 

□ BB Barbados 

p BG Bulgaria 

□ BR Brazil 

□ BY Belarus 

Kl CA Canada 

□ CH and LI Switzerland and Liechtenstein 

□ CN China 

□ CU Cuba 

□ CZ Czech Republic D 

□ DE Germany D 

□ DK Denmark 

□ EE Estonia 

□ ES Spain 

□ FI Finland 

□ GB United Kingdom 

□ GE Georgia 

□ GH Ghana 

□ GM Gambia 

□ GW Guinea-Bissau 

H — IIR Croatia " " 



□ 
□ 
□ 
□ 



□ 

□ 
□ 
□ 

n 
□ 
□ 



LT 
LU 
LV 
MD 



Lithuania 

Luxembourg 

Latvia 

Republic of Moldova 



MG Madagascar 

MK The former Yugoslav Republic of Macedonia 



□ 
□ 
□ 
□ 

□ 
□ 
□ 

□ 
□ 
□ 
□ 
□ 



Hungary . 
Indonesia 
Israel . . . 
Iceland 
Japan . . 
Kenya . 



HU 
ID 
IL 
IS 
JP 
KE 

KG Kyrgyzstan 



□ 
□ 
□ 
□ 
□ 
□ 
□ 
□ 
□ 
□ 
□ 
□ 

n 
si 

□ 
□ 



PL 

PT 

RO 

RU 

SD 

SE 

SG 

SI 

SK 

SL 

TJ 

TM 

TR 



MN Mongolia 

MW Malawi 

MX Mexico 

NO Norway 

NZ New Zealand 

Poland 

Portugal 

Romania 

Russian Federation .... 
Sudan 
Sweden 
Singapore 

Slovenia 

Slovakia 

Sierra Leone 

Tajikistan 

Turkmenistan 

Turkey 

TT Trinidad and Tobago . . . 

UA Ukraine 

Uganda 

United States of America 



UG 
US 



KP Democratic People' s Republic of Korea □ 

□ 



UZ 
VN 
YU 
ZW 



Uzbekistan 
Viet Nam . 
Yugoslavia 
Zimbabwe 



Check 



Republic of Korea 

Kazakhstan national patent) 

this sheet: 

Saint Lucia 



KR 
KZ 

LC 

LK Sri Lanka 
LR Liberia 



-boxes reserved for designating States (for thepurpo 
al natenO which have become party to the PCT after 



mrposes of a 

issuance of 



Precautionary ] 



Confirmation must reach the receiving Office within the 15~month time Umit.) 
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Box No. VI 



PRIORITY CLAIM 



Filing date 
of earlier application 
(day/montn/year) 



item (1) 28 April 1997 
(28704/97) 



item (2) 



item (3) 



Number 
of earlier application 



97 05203 



□Further priority claims are indicated in the Supplemental Box. 

Where earlier application is: 



national application: 
country 



FRANCE 



regional application:* 
regionaf Office 



international application: 
receiving Office 



Th* rfwivinp Office is herebv reauested to prepare and transmit to the International Bureau a certified copy of the : earlier applic^tipn(s) 
^f^^^%pwS^^^^m0^mcB which for the purposes of the present international application is the receiving 

Office) identified above as item(s): VI . ■ ■ 

Where the earlier application is an ARIPO application, it is mandatory to indicate in the Supplemental Box at Ifast one co^rypartytothe 
P^CmSmpr^^^^ of Industrial Property for which that earlier application was filed (Rule 4.10(b)(n))- See Supplemental 
Box. 



Box No. Vn 



INTERNATIONAL SEARCHING AUTHORITY 



Choice of International Searching Authority (ISA) (if 
two or more International Searching Authorities are 
competent to carry out the international search indicate 
the Authority chosen; the two-letter code may be used): 



Request to use results of earlier search; reference to that search (if an earlier 
search has been carried out by or requested from the International Searching 
Authority): 



Date (day/month/year): 
30 January 1998 



Number: 
FA 544307 



ISA/ 

Box No. VIH CHECK LIST; LANGUAGE OF FILING 

This international application is accompanied by the item(s) marked below: 



Country (or regional Office) 
EP 



This international application contains the 
following number of sheets: 

request 4 

description (excluding 
sequence listing part) 



claims 

abstract 

drawings 

equence listing part 
if description 



36 
5 
1 
5 



o 



Total number of sheets 



51 



l -ST- \2\ 



fee calculation sheet 

separate signed power of attorney TO FOLLOW 

copy of general power of attorney; reference number if any: 

statement explaining lack of signature 

priority document(s) identified in Box No. VI as item(s): 

tidiislation uf iuluiiatiunal applicati o n into (language) ? — 

separate indications concerning deposited microorganism or other biological material 
nucleotide and/or amino acid sequence listing in computer readable form 
other (specify): Copy of Search Report 



Figure of the drawings which 
should accompany the abstract: 



Language of filing of the 
international application: 



Box. No. IX SIGNATURE OF APPLICANT OR AGENT 

Next to each signature, indicate the name of the person signing and the capacity in which the person signs (if such capacity is not obvious from 
reading the request). CABINET REGIMBEAU 

Counsels in Industrial Property 

26, Avenue Kleber 

75116 PARIS, FRANCE 



WARCOIN Jacques 



1. 


Date of actual receipt of the purported 
international application: 




2. Drawings: 
[ | received: 

| | not received: 


3. 


Corrected date of actual receipt due to later but 
timely received papers or drawings completing 
the purported international application: 




4. 


Date of timely receipt of the required 
corrections under PCT Article 11(2): 




5. 


International Searching Authority 

(if two or more are competent): ISA/ 


1 6. n Transmittal of search copy ^ 
1 1 delayed until search fee is paid 





Date of receipt of the record copy 
by the International Bureau: 
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RKQUETE 



Le soussigne requiert que la presents demande 
ir.:-rr,a:iona!e scit rrx ; :ee ccnfcrrnerr.enr au Trait? d- 
cooperation en matiere de brevets. 



Reserve a I'ofHcc recepteur 



Demande Internationale tv 



Date du depot international 



Nom de I'office recepteur et "Demande internationale PCT" 



Reference du dossier du deposant ou du mandatairc (facultatif) 
(L careers au ^imum) 339057/16893 



Cadre n' I TITRE DE L'LVVENTION 

HOUVEAU SITE INTERNE D ' ENTREE DES RIBOSOMES ET VECTEUR LE CONTEMANT 



Cadre n' II DEPOSANT 




INSTITUT NATIONAL DE LA SANTE ET DE LA RECHERCHE 

MEDICALE (INSERM) 

101 , rue de Tolbiac 

75013 PARIS 

FRANCE 



□ 



Cette personnc est aussi 
inventeur. 



n J cic telephone 



NationaJite (nom de 1'Eut) : 
FR 



n"dc tc'Iecopicur 



n'de teleimprimcur 



Ccrce personnc est 
diposant pour : 



Domicile (nom dc TEtat) : 
FR 



4 1 ' ^ c^nt I I leendr: supplemental 



Cadre n' m AUTRE(S) DEPQSANT(S) OU (A(JTR£(S)) LWE.YTEUR(S) 



Nern et adresse : (Nom de famjlle suivi du prenom: pour une personne morale desigrcior 
cntcielU compute L adresse don comprer.cre le code postal et h nom dupavs ulc-s de 

LOPEZ LASTRA Marcelo 
34 rue de Bourg 
69007 LYON 
FRANCE 



Cette personne es; : 

[ [ deposant seulcrr.cm 



isant c; inventeur 



Na:ionalite (nom de I*£tat) : 

CL - - 



1 1 inventeur seulcment 

(Si ceiie case est cochee. 
ne pas remptir la suite.) 



Domicile (nom dc I'Etat) : 
FR - 



fous !cs Etatsdcsignes sauf 



Cdr, n - IV MAXPATA IKE OU RE P RES E.N T A NT COMMUN; OU ADRESSE POUR LA CORRESPOXDANCE 



La personne don: I'ider.d:- est donnee ci-dessous est/a ete designee pour agL- au nom r— i , . 
•-.ou ue>ocposant3 auprii des autontes Internationales compeicntes. commc: [_YJ rnarida:3ir:: 



repress mart t cornmun 



j No:., e: adresse : INoniefarM* suhi du prenom: pour ur.e ptn0W morale, design orr.zUiU 
I complex. L adresse doit comprerdre le code pos:d et le nom du pays ) 

MARTIN Jean-Jacques, SCHRIMPF Robert, AHNER Francis 
VARCOIN Jacques, TEXIER Christian, LE FORESTIER Eric 
CABINET REGLMBEAU 
25 Avenue Kleber 
75116 PARIS 
FRANCE 



n'de telephone 






01 45 00 


92 


02 


n'dc leiecopicur 






01 45 00 




12 | 





pour laciquer ur.s JC:^ ipiciaJe * laqusHs la corresponds doi: cr.vo-^ ? 



■ 1 -•---» 



CO 



-7 — ' 



e i 

r 



Suite du cadre n' III 



Feuille n* .2 

AUTRES DEPOSANTS OU (AUTRES) INVENTEURS 



o 8 A 



Si aucun deS souse s su ivants ne son, uHlisis. la presen te JtuilU nt doit pas f> , inrtut ^ZZ~7 

pour 



Norn ct adresse : (Norn de famille suivi du nrj»* m - — — 

officii co 7P li,e l^'^^^ ?:To n " e d ^ raU - 1'"* n TS 

I adresse tndtquee dans ce cadre est I'Etat ait le hn»<L\W. I ■ ?, m ? u P* 2 )' 5 - P° v * <** 
indique ci-dessous.) ° U U de P osant a son domicile si aucun domicile' nest 

GABUS-DARLIX Caroline 
Les Genets 11 
69630 CHAPONOST 
FRANCE 



Nationals (nom de I'Etatj : 
FRfef] 



Cette personne est 
deposant pour : 



□ tous les Eats 
desienes 



Cette pcrsonne est : 

[ 1 deposant seulemcnt 

[ X| dc *F>osant et inventeur 

I | inventeur seulemcnt 

(Si cette case est cochee. 
ne pas remplir la suite.) 



Domicile (nom de I'Etat) : 
FR 




Icsttats-Unisd Am<fnquc IXJ seulemcnt J«ttaisindq 
«— — i t I le cadre supple 



ues dins 
men Lure 



indtq w . 

indique ci-dessous.) 

DARLIX Jean-Luc 
Les Genets 11 
69630 CHAPONOST 
FRANCE 



de'pc 



morale, designation 
" pays. Le pays de 
aucun domicile' n' est 



Nationality (nom de I'Etat) 



Cette personnc est : 

f 1 d( =posant seulemcnt 

| X I dc *POsant ct inventeur 

| 1 inventeur seulemcnt 

(Si cette case est cochee. 
ne pas remplir la suite.) 



Cette personnc est 
deposant pour 



Domicile (nom de TEtat) : 
FR 



□ tous les Euts 
desiencs 



□ £t£^S^ f [J!S^ nisd ' Am ^ ue n. k, £ Mind i< u * da ~ 

=== = = = == H 1 1 I I ic cadre supplemental 



^e%i££& ^FJtJfl^ cotl^ P ° Ur r ^<>nne morale, design 

("adresse ind&e'c dw ee ^ d/nliUT? 'j & T ? u pa ^ U P™ d * 

indique ci-dessous.) le de P osant a son domtcile st aucun domicile' nest 



Nationalite (nom de I'Etat) : 



:nt 



Cette personnc est : 
| 1 deposant seulcmei 

| ) deposant ct inventeur 

[ 1 inventeur sculcment 

(Si cette case est cochee. ne 
pas remplir la suite.) 



Cette personne est 
deposant pour : 



Domicile (nom de I'Etat) 



□sk*- ns^&^ f n; csE^ ind i qu , sdans 

n i r I | iecadrr supplemcntairc 




Nationalite (nom de I'Etat) : 



Cette personne est : 
1 1 deposant seulernent 

| ) deposant ct inventeur 

[ 1 inventeur seulemcnt 

(Si cette case est cochee. 
ne pas remplir la suite.) 



C;::e personnc est 
deposant pour : 



Domicile (nom dc I'Etat) 



tous les Euts 
designes 



□ tousles Euis designes sjuf I 1 !es Eats- Unisd'Ame'riauc I 1 i^c.,,,- . A 



D autres deposancs ou invemcurs sont indicu 



cues sur une autre feuille annexe. 



Fon»u«ai re PCT/RO/10. (fcuille ann^) aanvi „ 1597: reunion janv ier ,99S, Voir Us r.ous r^s a, fo m ^~7 t 



reauete 




Feuille n" 




Cadre n- V DESIGNATION D'ETATS 



Les ■Jejtgnnions sui* antes «ont faites con forme mem a la regie 4.9.a) (cocker les cases eppropriees: une cu mains doit I'etre) : 
Brevel regional 

□ AP Brevet ARIPO : CH Ghana. CM Cambie. KJE Kenya. LS Lesotho. M\V Malawi. SD Soudan. SZ Swaziland. 

UG Ouganda. ZW Zimbabwe et tout autre Etat qui est un Etat contractant du Protocole dc Harare et du PCT 

□ EA Brevet eurasien : AM Armenie. AZ Azcrbaidjan. BY Belarus. KG Kirghizistan. KZ Kazakhstan. MD Republique dc 

Moldova. RU Federation dc Russie. TJ Tadjikistan. TM Turkmenistan et tout autre Etat qui est un Etat contractant dc 
la Convention sur le brevet eurasien et du PCT 

S EP Brevet europeen : AT Autrichc. BE Belsiquc. CH et LI Suisse e; Liechtenstein. DE Allemacne. DK Dancmark. 

ES Espagne. FI Finlande, FR France. GB Royaume-Uni. GR Crcce. IE Iriandc. IT Italic7 LU Luxembourg. 
MC Monaco. NL Pays-Bas. PT Portugal. SE Suide et tout autre Etat qui est un Etat contractant dc la Convention sur 
le brevet europeen et du PCT CY Chypre . 

□ OA Brevet OA PI : BF Burkina Faso. BJ Benin. CF Republique centrafricaine. CG Conco. CI Cote d' I voire. 

CM Cameroun. GA Gabon. GN Guince. ML Mali. MR Mauritanie. NE Niger. SN Senegal. TD Tchad. TC Togo et 
tout autre Etat qui est un Etat neembre de TO API et un Etat contractant du PCT (si une autre forme de protection ou de 
l r ait e mem est sound tee. U precis er sur la ligne pointillee) 

Brevet national (si ure autre forme de protection ou de trcitement est souhaitee. le preciser sur h ligr.e pointillee) : 



LJ 


A T 


r— i 


A \f 
AlW 


LJ 


A *T* 
A 1 


l&J 


A U 


1 — 1 
1 1 


A 7 
A L, 


1 1 


R A 


i i 


RR 
D I> 


HI 
l l 




n 


no 

£> I\ 


i i 


D 1 






n 


CH 


n 


CN 


□ 


cu 


.□ 


cz 


n 


DF 


n 


DK 


n 


EE 


□ 


ES 


□ 

J 


FI 


n 


rn 

\j t> 


□ 


GE 


□ 


GH 


□ 


GM 


□ 


GW 


□ 


HU 


□ 


ID 


□ 


IL 


.□ 


.IS - 




JP 


□ 


KE 


□ 


KG 


□ 


KP 


□ 


KR 


□ 


KZ 




LC 




LK 


□ 


LR 


□ 


LS 



Albanie 



□ 
□ 
□ 
□ 
□ 

□ 
□ 
□ 
□ 
□ 
□ 
□ 
□ 
□ 
□ 
□ 

Espagne □ 

□ 
□ 
□ 
□ 
□ 
□ 
□ 
□ 
□ 



Autriche 

Austnlie 

Azcrbaidjan 

Bosnie-Herzegovine 

Bar bade 

Bulgarie 

Bresil 

Belarus 
Canada 

:t LI Suisse ct Liechtenstein 

Chine 

Cuba 

Republique tchequc 

Allemagne 

Danemaxk 

Estonie 



LT Lituanie 
LU Luxembourg 
LV . Lettonie 

MD Republique de Moldova 

MG Madagascar 

MK Ex-Republtque yougoslavc de Macedoine 



Finlande 
Rovaume-Uni 
Georgie .... 
Ghana 



MN Mongolie 

MW Malawi 

MX Mexique 

NO Norvege 

NZ Nouvdle-Zelar.de . . 

PL Poloene 

PT Portugal 

RO Rourr.anie 

RU Federation de Russie 

SD Soudan 

SE Suede 

SG Sineacour 

SI Slovcr.ie 

SK Siovaquie 

SL Sierra Leone 

TJ Tadjikistan 

TM Turkmenistan 



Hongric 

Indonesie 

Israel 

Islandc — - - - 

Japon 

Kenva 

Kirghizistan 

RepuhUque noputaire democratiquc de Coree 

Reoublicue de Coree 

Kazakhstan 

Sainte-Lucie 
Sri LarJca 
Liberia 

Lesotho 



□ 
□ 

□ 



TR 
TT 
UA 
UG 
US 

UZ 
VN 
YU 

zvv 



Turquic 

Trinite-et-Tobago . . . . 

Ukraine 

Ouganda 

Etats-Unis d'Amerique 



Ouzbekistan 
VicE Nam . . 
Yougoslavii 

Zimbabwe 



Cases reservees poor !a designation faux fins d"un breve: national) 
d'Etats qui son; devenus parties au PCT apres la publication de !a 
presence feuille : 

□ 

□ 

□ 



Outre les designations faites ci-dessus, le deposit fait aussi cop. forme me nt a la regie 4.9.b) toutes les designations qui seraient 

a-j tori sees en v-rtu cu PCT. sauf la designation de _ ■ 

■ ccposx-t declare cue ces designations add itionr.e lies son-t faites sous reserve de confirmation ct que toute designation qui n*es: 
Z2> confirmee a van- !' expiration d'un delai de 15 mois a compter de !a date de p nonce doii et;e consid^ree com me retiree par le 
J*i:osani a I* expi ration de ce deiai. (Pour cor.furr.er u.ze desi^r.cilor.. ilfcu: de poser ur.e dicier ztion cor.ter.ar.: tc de'::$r.auor. er. que::ior. e: 
- j ^ - [i ; taxes de c e: '-Z^c : : o r. ei de corp. rrr^i i lor, . Lacor.f: r.-nc : \o n do i: pc r.-er. :r a I' of fx ce i e'e epteur dcr.s :e dele: de ! > rr.c::.) 



■z PCT/rtO/iO! i-eaxieme feuiile) (janvi-r 1993) 



'air les r.oies relative 7 cu formula: re de re que: 



Feuillc n* . .4 . 



Cadre n* VI REVINDICATION DE PRIORJTE 



D'autres revendicationsde prioritc sonc 
indiquces dans le cadre supplemental re 



□ 



La priori te de la ou des demandes an tdri cures suivantes est revendiquee 



Pays 

(dans I e quel ou pour l*qu*l fa 
demand* a iti deposit) 



Date de depot 
(jou r/rnois/anr. ie) 



Demandc n* 



Office de de*pot 

(seuUment s'ils'agit d'une demandc 
rigional* ou tnlernarionate) 



(1) 



FRANCE 



28 AVRIL 1997 
(28/04/97) 



97 05203 



(3) 



Cocker fa case ci -des sous si fa copie cerrifiie conform* de fa demande antirieure doit it re dilivrie par V office qui. aux fins defa pre sent e demande Internationale. 

est V office ricepteur (une taxe peut etre exigie) : 
r~Y"| L'office recepteur est prie de preparer, et de transmettre au Bureau international, une copie 
LjJ certifie*e conforme de la ou des demandes anterieures indiquees ci-dessus au(x) point(s) : 



XI. 



Cadre n* VII ADMINISTRATION CHARGEE DE LA RECHERCHE INTERNATIONALE 



Choix de radmiaistration chargee de la recherche interna tionale (ISA) 

(Si plusieurs administrations energies de fa recherche international* soni compitentes pour procider a 

fa recherche international*, indiquer V administration choisie: le code a deux tea res peut etre utilise) : IS A / 

Recherche anterieuxe Remplir si une recherche (internationale. de rype international ou autre) a dija iti effectuie par {' administration chargie de fa 
recherche international* ou demand** a cette administration et St cette administration est maintenarj priie de fonder fa recherche irterr.ztionale. dans fa me sure 
du possible, sur les risuhazs de cette recherche antirieure. Pour permettre d'identifier cette recherche ou cette demarde de recherche, donner les r c ns eigne me nts 
demandis ci-apres pour fa demande de brevet pertinent* (ou sa traduction) ou pour fa demarde de recherche : 

Pavs (ou office regional) : Date fjour/mois/ennie) : Numero : 

EP 30 JANVIER 1998 FA 544307 



Cadre n* VIII BORDEREAU 



La presence demande Internationale 
comprend le nombre de feuilles suivant : 



1. requete : 


4 


feuilles 


2. description : 


36 


feuilles 


3. rcvendications : 


5 


feuilles 


abregc 


1 


feuilles 


5. dessins : 


5 


feuilles 


Total 


51 


feuilles 



Lc ou les elements coches ci-apres soni joints a la presente demande incemau'onale 



1 m P° uv0 » r distinct 
* L2J signe A SUIVRE 

2. j [ copie du pouvoir general 

3 | j explication de l'absence 
I I d'une si< 



ignacure 



5. 

6. 
/. 



4 r~T"l document(s) de priorite 
i * 1 (indiqui(s) dans I* ccdr* 
n* VI au(x) point(s)): 



| | feuille de caJcul des taxes 

□ indications scparces concernant 
des micro-organismes deposes 

Hlistagc de sequence de nucleotides 
ou d'acides amines (disquctte) 

r~~~| autres elements 

(priciser); CQ?±e dy 

Rapport de Recherche 



La fisurc n° 



des dessins (Ic cas ccheant) est proposec pour publication avee I'abrcgc. 



Cadre n' IX 



SIGNATURE DU D EPOS A NT OU DU N LAND ATA IRE 



A cotide chaque signature, indiquer le nam du signntai/4/U si cela n 'apparaitpas clairementafa lecrure de fa requite, a quel titre Vintiressi signe. 




WARGOIN J, 



CABINET REGIMBEAU 

consols en pscpr;ete tNousnaaJUE 
26. Avenua K16ber 

75116 PARIS FRANCE 



, reserve a i orncc rcccpteur 

....../. 

I . Dace etiective de reception des pieces supposecs 

constiruer la demande Internationale : 


2. Dessins : 

I I rc c u5 : 

| ] r.on rccus : 


3. Date effective dc reception. recti fiec en raison de la reception ultc- 
rieurc. mais dans les delais. dc documents ou de dessins complctam 
ce qui est suppose constituer la demande interna::onaIe : 


Date de reception, darts les delais. des corrections 
demandees selon l" article l \ .2) du PCT : 


5 A d mi rJ strati on char gee de la recherche tc \ / 
:.-:-.T:3t:onaJe indiquce par le deposant : i^A / 


6. j | i ransmission dc la copie dc recherche diffcrec 
I 1 jusqu'au paiemcnt dc la taxe de recherche 



Reserve au Bureau international 



O^e dc reception de I'exemplaire 
on^ir.a! oar le Bureau international : 



rur— uiaire PCT/RO/10! (derniere feu i lie) (jar.vi-r !v9-; re impression j an vie; i 993) Voir Us notes relatives cu formuLtire de requite 



- TRAITE D 



PCT/FR98/00849 



OPERATION EN MATIERE WBREVETS 




Expediteur: ie BUREAU INTERNATIONAL 



PCT 



NOTIFICATION DE LA RECEPTION DE 
L'EXEMPLAIRE ORIGINAL 

(regie 24.2.a) du PCT) 



Destinataire: 



Jean-Jacquesp tt \\f tz \ 
ieqimbeaiP 71 « I V t L 

2 4. JUIN 1998 

CABINET 
R E G I M BEAU 



MARTIN 
Cabinet Reg 
26, Avenue Kleber 
F-75116 Paris 
FRANCE 



Date d'expedrtion (jour/mois/annee) 

17 juin 1998 (17.06.98) 


NOTIFICATION IMPORTANTE 


Reference du dossier du deposant ou du msndataire 

339057/16893 


Demande Internationale no 

PCT/FR98/00849 



II est notifie au deposant que le Bureau international a recu I'exemplaire original de la demande Internationale precisee 
ct-apres. 

Noms du ou des deposants et de I'Etat ou des Etats pour lesquels ils sont deposants: 

INSTITUT NATIONAL DE LA SANTE ET DE LA RECHERCHE MEDICALE (INSERM) (pour tous 

les Etats designes sauf US) 
LOPEZ LASTRA, Marcelo etc. (pour US seulement) 

Date du depot international 28 avril 1998 (28.04.98) 

Date(s) de priorite revendiquee(s) : 28 avril 1997 (28.04.97) 

Date de reception de I'exemplaire original 
par le Bureau international : 

Liste des offices designes : 



15 juin 1998 (15.06.98) 



\ 



EP iAT^BE^CH^DE^DK^ES^IJR^GB^RJE^IT^U^MCNL^P^SE 
National :AU,CA,JP,US 



ATTENTION 

Le deposant doit soigneusement verifier ies indications figurant dans la presente notification. En cas de divergence entre ces 
indications et celles que contient la demande internationale, il doit aviser immediatement !e Bureau international. 

En outre 1'attention du deposant est appelee sur les renseignements donnes dans I'annexe en ce qui concerne 
| X | les delais dans lesquels doit etre abordee la phase nationale 
| X | la confirmation des designations faites par mesure de precaution 
les exigences relatives aux documents de priorite. 



Une copie de la presente notification est envoyee a I'office recepteur et a ('administration chargee de la recherche internationale. 



Bureau international de I'OMPI 
34, chemin des Colombettes 
121 1 Geneve 20, Suisse 



no de telecopieur: (41-22) 740.14.35 



Fonctionnaire autorise 



no de telephone: (41-22) 338.83.38 



Yolaine CUSSAC 



rormuiaire PCT/IB/301 (septembre 1996) 



002086760 



ANNEXE DU F 



ULAIRE PCT/IB/301 



e Internationale no 
PCT/FR 98/00849 



RENSEIGNEMENTS CONCERNANT LES DELAIS DANS LESQUELS DOIT ETRE ABORDEE 

LA PHASE NATIONALE 

II est rappele au deposant qu'il doit aborder la "phase nationale" aupres de chacun des offices designes indiques sur la 
notification de la reception de I'exemplaire original (formulaire PCT/IB/301) en payant les taxes nationales et en remettant les 
traductions, telles qu'elles sont prescrites par les legislations nationales. 

Le delai d'accomplissement de ces actes de procedure est de 20 MOIS a compter dela date de priorite ou, pour les Etats 
designes qui ont ete elus par le deposant dans une demande d'examen preliminaire international ou dans une election ulterieure. 
de 30 MOIS a compter de la date de priorite, a condition que cette electionait ete effectuee avant I'expiration du 19e mois a 
compter de la date de priorite. Certains offices designes (ou elus) ont fixe des delais qui expirent au-dela de 20 ou 30 mois a 
compter de la date de priorite- D'autres offices accordent une prolongation des delais ou un delai de grace, dans certains cas 
moyennant le paiement d'une taxe supplemental. 

En plus de ces actes de procedure, le deposant devra dans certains cas satisfaire a d'autres exigences parttculieres 
applicables dans certains offices. II appartient au deposant de veiller a remplir en temps voulu les conditions requises pour 
I'ouverture de la phase nationale. La majorite des offices designes n'envoient pas de rappel a I'approche de la date limite pour 
aborder la phase nationale. 

Des informations detail lees concernant les actes de procedure a accomplir pour aborder la phase nationale aupres de 
chaque office designe, les delais applicables et la possibilrte d'obtenir une prolongation des delais ou un delai de grace et toutes 
autres conditions applicables figurent dans le volume II du Guide du deposant du PCT. Les exigences concernant le depot d'une 
demande d'examen preliminaire international sont exposees dans le chap it re IX du volume I du Guide du deposant du PCT. 

GR et ES sont devenues liees par le chapitre II du PCT le 7 septembre 1996 et le 6 septembre1997, respectivement, et 
peuvent done etre elues dans une demande d'examen preliminaire international ou dans une election ulterieure presentee le 7 
septembre 1996 (ou a une date posterieure) ou le 6 septembre 1997 (ou a une date posterieure). respectivement, quelle que soit 
la date de depot de la demande internationale (voir le second paragraphe, ci-dessus). 

Veuillez noter que seul un deposant qui est ressortissant d'un Etat contractant du PCT lie par le chapitre II ou qui y a 
son domicile peut presenter une demande d'examen preliminaire international. 

CONFIRMATION DES DESIGNATIONS FAITES PAR MESURE DE PRECAUTION 

Seules les designations expresses faites dans la requete conformement a la regie 4.9.a) figurent dans la presente 
notification. It est important de verifier si ces designations ont ete faites correctement. Des erreurs dans les designations peuvent 
etre corrigees lorsque des designations ont ete faites par mesure de precaution en vertu de la regie 4.9. b). Toute designation 
ainsi faite peut etre confirmee conformement aux dispositions de la regie 4.9.c) avant I'expiration d'un delai de 15 mois a 
compter de la date de priorite. En I'absence de confirmation, une designation faite par mesure de precaution sera consideree 
comme retiree par le deposant. II ne sera adresse aucun rappel ni invitation. Pour confirmer une designation , it faut deposer une 
declaration precisant I'Etat designe concerne (avec I'indication de la forme de protection ou de traitement souhaitee) et payer les 
taxes de designation et de confirmation. La confirmation doit parvenir a I'office recepteur dans le delai de 15 mois. 

EXIGENCES RELATIVES AUX DOCUMENTS DE PRIORITE 



Pour les deposants qui n'ont pas encore satisfait aux exigences relatives aux documents de priorite, il est rappele ce qui 



suit. 



Lorsque la priorite d'une demande nationale anterieure est revendiquee ("nationale" signifiant nationale ou regionale). le 
deposant doit presenter une copie de cette demande nationale, certifiee conforme par I'administration aupres de laquelle elle a 
ete deposee ("document de priorite") , a I'office recepteur (qui la transmettra au Bureau international) ou directement au Bureau 
international, avant I'expiration d'un delai de 16 mois a compter de la date de priorite (regie 17.1). 

Si le document de priorite est delivre par I'office recepteur, le deposant peut. au lieu de presenter ce document, demander 
a I'office recepteur de le preparer et de le transmettre au Bureau international. La requete a cet effet doit etre formuiee avant 
I'expiration du delai de 16 mois. 

II est rappele que, lorsque plusieurs priorites sont revendiquees, la date de priorite a prendre en consideration aux fins du 
calcul du delai de 16 mois est la date du depot de la demande la plus ancienne dont la priorite est revendiquee. 

Si le document de priorite en question n'est pas fourni au Bureau international avant I'expiration du delai de 16 mois, ou si 
la demande adressee a I'office recepteur de transmettre le document de priorite n'a pas ete faite (et la taxe correspondante 
acquittee, le cas echeant) avant I'expiration de ce delai, tout Etat designe peut ne pas tenir compte de la revendication de 
priorite. 



Formulaire PCT/IB/301 (annexe) (septembre 1997) 



002036760 



• TRAITE 



DE ^OPERATION 



EN MATIERE 



PCT/FR 98/00843 



REVETS 



Expediteur : le BUREAU INTERNATIONAL 



PCT 

NOTIFICATION RELATIVE A LA PRESENTATION 
DU DOCUMENT DE PRIORITE 

(instruction administrative 411 du PCT) 

* 


Destinataire: 

MARTIN Jean-Jacques 

f^ahinot Rpnimhp^n 

26, Avenue Kleber 
F-75116 Paris 

CO a M /"* C 

PRANLb 


Date d'expedftion (jour/mois/annee) 

17 juin 1998 (17.06.98) 




Reference du dossier du deposant ou du mandataire 

339057/16893 


NOTIFICATION IMPORTANTE 


Demande internationale no 

PCT/FR98/00849 


Date du depot international 

28 avril 1998 (28.04.98) 


Date de priorite 

28 avril 1997 (28.04,97) 


Deposant 

INSTITUT NATIONAL DE LA SANTE ET DE LA RECHERCHE MEDICALE (INSERM) etc 



La date de reception par le Bureau international du ou des documents de priorite correspondant a la ou aux demandes suivantes 
est notifiee au deposant: 



Demande anterieure no: Date de priorite: 



97/05203 



28 avr 1997 (28.04.97) 



Pavs dans leouel ou pour teouel 
la demande a ete deoosee: 

FR 



Pate de rgcept'Qn 4v 
document de priorite 

15 jui 1998 (15.06.98) 





Fonctionnaire autorise: 


Bureau international de I'OMPI 




34, chemin des Colombettes 


Yolaine CUSSAC 


1211 Geneve 20, Suisse 




no de telecopieur: (41-22) 740.14.35 


no de telephone: (41-22) 333.83-38 7^/^ 


Formulaire PCT/IB/304 (juillet 1992) 


002086761 



TRAITE DE^OPERATION EN MATIERE BREVETS 



WO S8/49334 
PCT/FR98/00849 



MPPT'FTO 2 R D£C I J&ftediteur: le BUREAU INTERNATIONAL 

28 R©CO p^yf Destinataire: 



AVIS INFORMANT LE DEPOSANT DE LA 
COMMUNICATION DE LA DEMANDE 
INTERNATIONALE AUX OFFICES DESIGNES 

(regie 47.1.c), premiere phrase, du PCT) 



Date d'expedition (jour/mois/annee) 

05 novembre 1998 (05.11.98) 



Reference du dossier du deposant ou du mandataire 

339057/16893 



Destinataire: 

MARTIN Jean-Jacques 
Cabinet Regimbeau 
26, avenue Kleber ^ 
F-75116 Paris ; A* 
FRANCE | 



! 



16.NGV. 139B 



c 1 

..." . - -."Alt 



i 



AVIS IMPORTANT 



Demande Internationale no 

PCT/FR98/00849 



Date du depot international (jour/mois/annee) 

28 avril 1998 (28.04.98) 



Date de priorite (jour/mois/annee) 

28 avril 1997 (28.04.97) 



Deposant ipggjiJUT NATIONAL DE LA SANTE ET DE LA RECHERCHE MEDICALE 
(INSERM) etc 




1 II est notifie par la presente qu'a la date tndiquee ci-dessus comme date d'expedition de cet avis, le Bureau international a 
communique, comme le prevoit Particle 20, la demande Internationale aux offices designes suivants: 

AU,CA,EP,JP,US 

Conformement a la regie 47.1. c), troisieme phrase, ces offices acceptent le present avis comme preuve determinante 
dS fa^e la communication de la demande Internationale a bien eu lieu a la date d'exped.t.on .nd.quee plus haut (/ et le 
deposant n'est pas tenu de remettre de copie de la demande international a I off.ce ou aux offices designes. 
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Ln prdscnte invention concemc Tutilisalion d'une sequence nucMotidique ddrivtfe de lout ou panic de I'extrgmite' 5' dc I'ARN 
genomique d'un retrovirus de type C a 1'cxception des virus dc la leucdmie murine de Friend (FMLV) et de Moloney (MoMLV) a titre de 
site interne d'entnfe des ribosomes ou d'61£ment pcrmcttant ou amtfliorant I'encapsidation de vecteurs rdtroviraux. Elle a £galement pour 
objet un vecteur comprcnant ladile sequence nucleotidique. unc particule viraie gendree a partir de ce vecteur. une cellule comprcnant ce 
vecteur ou infectec par la particule viraie. Icur utilisation thcVapcuiique ainsi qu'une composition pharmaceutique les comprcnant. Enfin. 
elle a trait a 1 'utilisation d'un vecteur, d'une particule viraie ou d'une composition pharmaceutique pour la transfection ou I'infection de 
cellules pluripotentes. 
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Nouveau site interne d'entree des ribosomes ct vecteur le contenant 



5 La presente invention concerne Tutilisation d'une sequence nucleotidique 

derivee de l'extremite 5* de TARN genomique ou de l'ADN proviral d'un virus 
de la reticuloendotheliose a titre de site interne d'entree des ribosomes (IRES) 
et/ou pour ameliorer l'encapsidation retrovirale. Plus particulierement, elle 
concerne des vecteurs d' expression comportant cette sequence et notamment des 
10 vecteurs polycistroniques permettant I' expression efficace et stable de plusieurs 
genes d'interet sous la dependance d'un meme promoteur. La presente invention 
trouve une application interessante dans le domaine des vecteurs de therapie 
genique. 

La faisabilite de la therapie genique appliquee a l'homme n'est plus a 
15 demontrer et ceci concerne de nombreuses applications therapeutiques comme 
les maladies genetiques, les maladies infectieuses et les cancers. De nombreux 
documents de Tart anterieur decrivent les moyens de mettre en oeuvre une 
therapie genique, notamment par T intermediate de vecteurs viraux. D'une 
maniere generale, les vecteurs sont obtenus par deletion d'au moins une partie 
20 des genes viraux qui sont remplaces par les genes d'interet therapeutique. De 
tels vecteurs peuvent etre propages dans une lignee de complementation qui ' 
fournit en trans les fonctiqns virales deletees pour generer une particule virale 
defective pour la replication mais capable d'infecter une cellule hote. A ce jour, 
les vecteurs retroviraux sont parmi les plus utilises mais on peut citer egalement 
25 des vecteurs issus des adenovirus, virus associes aux adenovirus, poxvirus et 

* 

virus de l'herpes. Ce type de vecteurs, leur organisation et leur mode d f infection 
sont largement decrits dans la litterature accessible a l'homme de Tart. 

A titre indicatif, le genome retroviral est constitue par un ARN lineaire, 
simple brin et de polarite positive. Outre les sequences de regulation R et U5 et 
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U3 et R presentes aux extremite 5* et 3' respectivement, il porte trois genes : 
gag codant pour les proteines de la capside, pol codant pour la transcriptase 
inverse et Tintegrase et env codant pour les proteines de Tenveloppe. Les 
signaux d'encapsidation, situes en aval des sequences U5 jusqu'au debut de la 
region codante du gene gag, participent a la dimerisation et l'encapsidation de 
TARN viral dans les particules virales. L'extremite 5' du genome comprend une 
coiffe (cap) et 1* extremite 3* est polyadenylee. Lors du cycle infectieux, l'ARN 
viral est converti en un ADN proviral lineaire, double brin muni a chaque 
extremite de sequences repetees inversees LTRs (pour Long Terminal Repeat en 
anglais) necessaires a Tinitiation de la transcription. Celle-ci, realisee par la 
machinerie cellulaire, permet la production des ARN genomiques et 
subgenomiques a partir desquels sont synthetisees les proteines virales. Les 
retrovirus peuvent etre classes en 4 sous-families A a D, sur la base de leur 
morphologic Le type C regroupe la majorite des retrovirus dont les virus MLV 
(Murine Leukemia Virus) et MSV (Murine Sarcoma Virus) utilises dans la 
plupart des vecteurs de therapie genique et les virus REV (Reticuloendotheliosis 
Virus) d'ou derive la sequence nucleotidique de la presente invention. 

II peut etre avantageux de disposer de vecteurs de therapie genique plus 
performants et capables notamment de produire efficacement plusieurs proteines 
d'interet. Cependant, la presence de plusieurs promoteurs au sein du meme 
vecteur se traduit tres souvent par une reduction voire meme une perte de 
1' expression au cours du temps. Ceci est du .a un phenomene bien connu 
d' interference entre les sequences promotrices. Dans ce contexte, la publication 
de la demande internationale WO93/03143 propose une solution a ce probleme 
qui consiste a mettre en oeuvre un site interne d'entree des ribosomes (IRES). 
Elle decrit un vecteur retroviral dicistonique pour Texpression de deux genes 
d'interet places sous le controle du meme promoteur. La presence d'un site IRES 
de picornavirus entre ceux-ci permet la production du produit d'expression issu 
du second gene d'interet par initiation interne de la traduction de l'ARNm 
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dicistronique. 

Normalement, 1'entree des ribosomes au niveau de TARN messager 
(ARNm) se fait par la coiffe situee a 1'extremite 5' de l'ensemble des ARNm 
eucaryotes. Les sous unites ribosomales 40S se deplacent le long de TARN 
5 jusqu'a rencontrer un codon AUG approprie pour debuter la synthese proteique. 
Generalement, l'initiation a lieu au niveau du premier codon AUG. Mais, si 
celui-ci est dans un contexte peu favorable, les sous unites 40S poursuivent 
jusqu'a un codon AUG ulterieur situe dans un meilleur contexte traductionnel 
(Kozak, 1984, Nucleic Acid Res. 72, 3873-3893 ; Kozak, 1991, J. Biol. Chem. 

10 266, 19867-19870 ; Pain, 1996, Eur. J. Biochem. 256, 747-771). 

Cependant, cette regie universelle connait des exceptions. L f absence de 
coiffe chez certains ARNm viraux laissait supposer l'existence de structures 
alternatives permettant 1'entree des ribosomes a un site interne de ces ARN. A 
ce jour, un certain nombre de ces structures, nommees IRES du fait de Ieur 

~15 . fonction, ont ete identifies dans la region 5' non codante des ARNm viraux non 
coiffes comme celle notamment des picornavirus tel que le virus de la 
poliomyelite (Pelletier et al., 1988, Mol. Cell. Biol. 5, 1103-1112) et l'EMCV 
(Encephalomyocarditis virus (Jang et al., 1988, J. Virol. 62, 2636-2643). Des 
ARNm cellulaires possedant des elements IRES ont egalement ete decrits. On 

20 peut citer ceux codant pour la proteine BIP (pour Immunoglobulin heavy chain 
binding protein ; Macejak et Sarnow, 1991, Nature 555, 90-94), certains 
facteurs de croissance (Teerink et al., 1995, Biochem. Biophy. Acts 1264 \ 403- 
408 ; Vagner et al., 1995, Mol. Cell. Biol. 75, 35-44), le facteur d'initiation de 
la traduction eIF4G (Gan et Rhoads, 1996, J. Biol. Chem. 271, 623-626) et deux 

25 facteurs de transcription de levure TFIID et HAP4 (Iizuka et al., 1994, Mol. 
Cell. Biol., 14, 7322-7330). Des sites IRES ont egalement mis en evidence dans 
les retrotransposons murins de type VL30 (Berlioz et al., 1995, J. Virol. 69, 
6400-6407) et, plus recemment dans les ARNm codant pour le precurseur gag 
des virus de la leucemie murine de Friend (FMLV) et de Moloney (MoMLV) 
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(Berlioz et Darlix, 1995, J. Virol. 69, 2214-2222 ; Vagner et al., 1995, J. Biol. 
Chem. 270, 20376-20383). 

On a maintenant trouve un nouveau site interne d'entree des ribosomes 
dans la region 5* non codante de TARN du virus aviaire de la 
5 reticuloendotheliose (REV) de type A (REV-A) et montre son efficacite pour 
initier la traduction de sequences codantes placees a sa suite d'une maniere 
monocistronique ou dicistonique. 

Le site IRES de la presente invention est particulierement avantageux par 
rapport a ceux deja decrits dans la litterature. En premier lieu, il permet un taux 
10 d'expression important du cistron qu'il controle. En outre et, de maniere 
inattendue, il peut egalement, dans le cadre d'un vecteur retroviral, contribuer 
ou ameliorer, en association avec une region d'encapsidation appropriee, les 
fonctions de dimerisation ou d'encapsidation, permettant une augmentation du 
titre viral. Et enfin, du fait de sa faible homologie avec les sequences retrovirales 
.15 murines utilisees dans la plupart.des vecteurs de therapie genique destines a un 
usage humain, son emploi reduit considerablement le risque de production de 
virus competents pour la replication. 

La plupart des protocoles de therapie genique approuves par le RAC 
(Recombinant DNA Advisory Committee) aux Etats Unis utilisent des vecteurs 
20 derives du virus MoMLV. A l'heure actuelle, le choix d'un vecteur retroviral 
specifique pour une application therapeutique donnee reste empirique et les 
facteurs influen9ant le titre viral et Texpression des genes n'ont pas encore ete 
clairement elucides. L'etude des sequences agissant en cis qui controlent 
Tencapsidation et l'etablissement des forces relatives de divers elements IRES 
25 peuvent permettre d'optimiser les vecteurs de therapie genique en termes de titre 
et d'expression genique. Un des buts de la presente invention est de proposer de 
nouveaux vecteurs retro viraux susceptibles d'etre propages a haut titre et de 
permettre une expression optimale d'un ou plusieurs genes d'interet. 

C'est pourquoi la presente invention a pour objet {'utilisation d'une 
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sequence nucleotidique derivee de tout ou partie de Textremite 5' de TARN 
genomique d'un retrovirus de type C a l'exception des virus de la leucemie murine 
de Friend (FMLV) et de Moloney (MoMLV), a titre de site interne d'entree des 
ribosomes (IRES) dans un vecteur et/ou pour permettre ou ameliorer 
5 l'encapsidation d'un vecteur retroviral. 

Par sequence nucleotidique, on entend une sequence composee de ribo 
(ARN) ou de desoxyribonucleotides (ADN). Dans le cadre de la presente 
invention, rextxemite 5' de TARN genomique d'un retrovirus correspond au quart 
5' dudit ARN qui s'etend du site d'initiation de la transcription (nucleotide +1) 

10 jusqu'a environ 2 kb dans la direction 3'. Le terme retrovirus est largement defini 
dans les ouvrages de base de virologie accessibles a Thomme de Tart et les 
caracteristiques essentielles ont ete resumees a titre indicatif ci-dessus. Le terme 
"derivee" fait reference a une sequence ayant une origine retroviral de type C, 
mais qui peut avoir subi au moins une modification par rapport a la sequence 

15 native. La ou les modifications envisageables incluent la deletion; r addition, la 
substitution et/ou la mutation d'un ou plusieurs nucleotides (nt). De telles 
modifications peuvent avoir pour but par exemple d'accroitre les fonctions IRES, 
d'encapsidation ou d'introduire des sites de restriction adequates pour faciliter les 
etapes de clonage ulterieures. Le terme "derivee" comprend egalement 

20 1'equivalent ADN de TARN genomique sous une forme modifiee ou non. 

Par IRES, on designe un site capable de promouvoir Tentree des ribosomes 
dans une molecule d'ARN d'une maniere independante de la coiffe. 
Conformement aux buts poursuivis par la presente invention, la fonction IRES 
peut s'exercer dans tout vecteur ou cassette d'expression. Une sequence en usage 

25 dans le cadre de la presente invention peut egalement agir en tant qu'element 
activateur de l'encapsidation des retrovirus ou vecteurs retroviraux en favorisant 
la dimeiisation de deux copies du genome retroviral et/ou l'encapsidation du 
dimere dans les particules virales. Selon un mode de realisation prefere, ladite 
sequence est capable d'exercer une fonction IRES et d'ameliorer la fonction 
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d'encapsidation lorsqu'elle est introduite dans un vecteur retroviral approprie. 

Une sequence nucleotidique telle qu'utilisee dans le cadre de la presente 
invention, peut etre isolee de l'extremite 5* de TARN genomique ou de I'ADN 
proviral d'un retrovirus de type C ou de tout plasmide de l'etat de la technique 
5 portant le fragment retroviral d'interet. II va sans dire qu'elle peut etre generee par 
toute technique en usage dans le domaine de Tart, par exemple par clonage a I'aide 
de sondes appropriees, par PCR (Polymerase Chain reaction) ou encore par 
synthese chimique. Avantageusement, ladite sequence comprend tout ou partie de 
la region qui suit le domaine U3 du LTR 5\ jusqu'au codon AUG initiateur du 

10 gene gag, Aux fins de la presente invention, elle comprend au moins 50 
nucleotides, avantageusement au moins 100 nucleotides, de preference au moins 
200 nucleotides et de maniere preferee au moins 300 nucleotides compris dans 
ladite extremite 5'. Mais, bien entendu, elle peut s'etendre au dela dans la direction 
5' ou 3' ou comporter des sequences supplementaires. Avantageusement, ladite 

15 sequence comprend de 100 a 1500 nucleotides et, en particulier, de 300 a 800 
nucleotides. 

On prefere mettre en oeuvre dans le cadre de la presente invention un 
retrovirus de type C a Texception des virus FMLV et MoMLV. Un retrovirus de 
type C convenant plus particulierement, est selectionne parmi les virus REV 

20 (Virus de la reticuloendotheliose), MSV (Murine sarcoma virus) et notamment 
celui de Moloney (MMSV), MHV (Mus hortulanus virus), MEV (Mouse 
endogenous retrovirus), FMQY (FBR murine osteosarcoma virus), AMLV (AKV 
murine leukemia virus), MEELV (Mouse endogenous ecotropic murine leukemia 
virus), SFFV (Friend spleen focus-forming virus), RASV (rat sarcoma virus), FLV 

25 (Feline leukemia virus), FSV (feline sarcoma virus), EFLV (Cat endogenous 
proviral feline leukemia virus), SSV (Simian sarcoma virus), GALV (Gibbon ape 
leukemia virus) et BAEV (Baboon endogenous virus). 

Selon un mode de realisation tout a fait prefere, une sequence 
nucleotidique en usage dans la presente invention derive de tout ou partie de 
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l'extremite 5 f de I'ARN genomique d'un virus de la reticuloendotheliose (REV). 
Les virus REV comprennent notamment differents sous-types A, B et T ainsi que 
les virus DIAV (Duck infectious anemia virus), SNV (spleen necrosis virus) et 
CSV (Chick syncytial virus) (voir par exemple Encyclopedia of Virology, 1 994, 
5 Enrietto, Reticuloendotheliosis viruses, pi 227- 1232 Ed. R. Webster et A. Granoff, 
Academic Press, Hartourt Brace § Company Publishers). Un virus REV convenant 
tout particulierement est le virus de la reticuloendotheliose aviaire, notamment 
celui de type A (REV-A). 

Selon cette demiere variante, on aura de preference recours a une sequence 

10 nucleotidique comprenant au moins 100 nucleotides et au plus 800 nucleotides 
(nt) de l'extremite 5' non codante du virus REV-A et plus particulierement une 
sequence nucleotidique substantiellement homologue ou identique a tout ou partie 
de la sequence presentee dans Tidentificateur de sequence SEQ ID NO: 1 . A titre 
d'exemples preferes, on peut citer une sequence nucleotidique substantiellement 

1 5 - homologue ou identique a la sequence presentee dans Tidentificateur de sequence 
SEQ ID NO: 2: 

(i) commen9ant au nucleotide 1 et se terminant au nucleotide 578, 

(ii) commen9ant au nucleotide 265 et se terminant au nucleotide 578, 
ou 

20 (iii) commenfant au nucleotide 452 et se terminant au nucleotide 578. 

Le terme substantiellement homologue fait reference a un degre 
d'homologie superieur a 70%, avantageusement superieur a 80%, de preference 
superieur a 90% et, de maniere tout k fait preferee, superieur a 95%. Comme deja 
indique, ladite sequence nucleotidique peut avoir une sequence legerement 

25 differente de celle decrite dans la SEQ ID NO: 1 ou 2, a la condition toutefois que 
la ou les modifications n*affecte(nt) pas ses fonctions IRES et/ou d'encapsidation. 

Selon un mode avantageux, la sequence nucleotidique utilisee dans le 
cadre de la presente invention est identique a la sequence presentee dans 
Tidentificateur de sequence SEQ ID NO: 2 : 
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(i) commenfant au nucleotide 1 et se terminant au nucleotide 578, 

(ii) commenfant au nucleotide 265 et se terminant au nucleotide 578, 
ou 

(iii) commen^ant au nucleotide 452 et se terminant au nucleotide 578. 
5 La fonction IRES de ladite sequence nucleotidique est particulierement 

avantageuse dans un contexte pauvre en ion magnesium, par exemple dans un 
contexte cellulaire. Un concentration elevee en ions Mg 2 * peut diminuer 
Pefficacite de Tinitiation de la traduction mediee par la sequence. 

Une sequence nucleotidique en usage dans la presente invention, est plus 

10 particulierement destinee a etre integree dans un vecteur de transfert et 
d'expression d'un ou plusieurs gene(s) d'interet. Le choix d'un tel vecteur est large 
et les techniques de clonage dans le vecteur retenu sont a la portee de l'homme de 
Tart. Conformement aux buts poursuivis par la presente invention, on peut 
envisager un vecteur plasmidique ou un vecteur derive d'un virus animal et, en 

15 particulier, d'un poxvirus (canari pox ou virus de la vaccine, notamment 
Copenhage ou MVA), adenovirus, baculovirus, virus de l'herpes, virus associe a 
un adenovirus ou retrovirus. De tels vecteurs sont largement decrits dans la 
litterature. En particulier, lorsqu'il s'agit d'un vecteur adenoviral, celui-ci peut etre 
issu d'un adenovirus humain (de preference de type 2 ou 5), animal (de preference 

20 canin ou bovin) ou encore d'un hybride entre des especes variees. La technologie 
generate concernant les adenovirus est divulguee dans Graham et Prevec (1991, - 
Methods in Molecular Biology, Vol 7, Gene transfer and Expression Protocols ; 
Ed E.J. Murray, the Human Press Inc, p 109-1 18). 

Conformements aux buts poursuivis dans le cadre de la presente invention, 

25 ladite sequence nucleotidique est de preference positionnee en amont d'un gene 
d'interet pour ameliorer la traduction du produit d'expression pour lequel celui-ci 
code. Elle peut etre mise en oeuvre dans une cassette d'expression de type 
monocistronique (pour l'expression d'un gene d'interet place sous le controle d'un 
promoteur) ou polycistronique (pour l'expression d'au moins deux genes d'interet 
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places sous le controle d'un meme promoteur). Cette demiere peut contenir 
plusieurs elements en tandem "site IRES-gene d'interet" dont au moins un des sites 
IRES est constitue par une sequence nucleotidique telle que definie auparavant. 
On prefere tout particulierement Putilisation dans une cassette dicistronique soit 
5 en amont du premier gene d'interet soit en amont du second, cette derniere 
variante etant la preferee. 

Lorsqu'un vecteur selon 1'invention comprend plusieurs cassettes 
d'expression, celles-ci peuvent etre inserees dans une orientation quelconque les 
unes par rapport aux autres, soit dans une meme orientation (promoteur agissant 

1 0 dans une meme direction) ou en orientation reverse (promoteur agissant dans une 
orientation opposee). Par ailleurs, un vecteur selon 1'invention peut comprendre 
plusieurs sequences nucleotidiques en usage selon 1'invention. Dans ce cas, il est 
preferable qu'elles derivent de retrovirus de type C differents. 

Selon un mode de realisation tout a fait prefere, un vecteur selon 

15 1'invention derive d'un retrovirus. On peut citer a titre d'exemples, les retrovirus 
aviaires tels que le virus de 1'erythroblastose aviaire (AEV), le virus de la leucemie 
aviaire (AVL), le virus du sarcome aviaire (ASV), le virus de la necrose de la rate 
(SNV) et le virus du sarcome de Rous (RSV), les retrovirus bovins, les retrovirus 
felins (FLV, FSV....), les retrovirus murins tels que le virus de la leucemie murine 

20 (MuLV), le virus de Friend (FMLV) et le virus du sarcome murin (MSV) et les 
retrovirus de primate (GALV, FSV, BAEV...). Bien entendu, d'autres retrovirus 
peuvent etre mis en oeuvre. Cependant, on prefere tout particulierement avoir 
recours au virus MoMLV. Les nombreux vecteurs retroviraux decrits dans la 
litterature peuvent etre utilises dans le cadre de la presente invention. 

25 Les vecteurs retroviraux envisageables aux fins de la presente invention 

comprennent au moins les elements suivants associes d'une maniere fonctionnelle 
: un LTR 5' et un LTR 3' retroviraux, un ou plusieurs gene(s) d'interet, et la 
sequence nucleotidique en usage dans le cadre de la presente invention pour 
permettre ou ameliorer Tencapsidation dudit vecteur dans une particule virale 
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ei/ou a titre de site IRES pour permettre ou favoriser Texpression d'un gene 
d'interet positionne en aval de ladite sequence nucleotidique. II va sans dire que 
le LTR 5' retroviral peut etre utilise comme promoteur mais on peut egalement 
avoir recours a un promoteur interne. Par ailleurs, le LTR 5' et eventuellement 3' 
5 peuvent avoir la meme origine retrovirale (par exemple RJEV) que la sequence 
nucleotidique ou une origine differente. Par exemple, un vecteur monocistronique 
comprendra de 5' vers 3' un LTR 5', la sequence nucleotidique, un gene d'interet 
etunLTR3\ 

Bien entendu, un vecteur retroviral selon Tinvention peut egalement 
10 comprendre une region d'encapsidation (E+) conventionnelle. Cependant, la 
presence de cette derniere n'est pas exigee lorsque la sequence nucleotidique en 
usage dans la presente invention peut exercer a elle-seule la fonction 
d'encapsidation. Un tel mode de realisation peut etre plus particulierement 
envisage lorsque le LTR 5* retroviral derive d'un virus REV et, de preference du 
1 5 . SNV, et la sequence nucleotidique est substantiellement homologue ou identique 
a la sequence presentee dans la SEQ ID NO: 2, commenfant au nt 1 et se 
terminant au nt 578 ou commenq:ant au nt 265 et se terminant au nt 578. 

Selon un mode de realisation avantageux, un vecteur retroviral selon 
Tinvention, comprend au moins : 
20 (a) un LTR 5* retroviral, 

(b) une region d'encapsidation, 

(c) de maniere optionnelle, un .premier gene d'interet suivi d'une 
region promotrice interne d'une origine differente de celle dudit 
LTR 5' retroviral, 

25 (d) un second gene d'interet, 

(e) un site IRES, 

(f) un troisieme gene d'interet, et 

(g) un LTR 3' retroviral, 

Tun au moins de la region d'encapsidation et du site IRES etant constirue 
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par ladite sequence nucleotidique en usage selon Tinvention. 

Dans le cas ou le vecteur retroviral selon V invention comporte one cassette 
d'expression dirigee par une region promotrice interne, il est preferable pour 
favoriser l'expression genique, que celle-ci soit dans une orientation inverse par 
5 rapport aux LTRs 5' et 3* retroviraux. On peut egalement inclure d'autres elements, 
par exemple un autre site IRES et un autre gene d'interet ou une autre cassette 
d'expression. 

Un vecteur retroviral prefere selon T invention comprend une region 
d'encapsidation derivant d'un retrovirus murin, notamment d'un MoMLV, ou 
10 d'un retrotransposon de type VL30 et un site IRES comprenant une sequence 
nucleotidique substantiellement homologue ou identique a la sequence presentee 
dans 1'identificateur de sequence SEQ ID NO: 2 : 

(i) cornmen9ant au nucleotide 1 et se terminant au nucleotide 578, 

(ii) cornmenfant au nucleotide 265 et se terminant au nucleotide 57S, 

...15 . . „ . ou - 

(iii) commen?ant au nucleotide 452 et se terminant au nucleotide 578. 
On peut citer en particulier les vecteurs retroviraux dicistroniques de type 

pREV HW-3 et HW-6, dans lesquels la region d'encapsidation derive d'un 
MoMLV et le site IRES est constitue par une sequence nucleotidique identique a 

20 la sequence presentee dans la SEQ ID NO: 2 commen<?ant au nucleotide 265 et se 
terminant au nucleotide 578 ou commen9ant au nucleotide 452 et se terminant au 
nucleotide 578. Bien entendu, l'homme du metier peut faire varier les genes 
d'interet selon I'effet therapeutique recherche. 

Aux fins de la presente invention, un gene d'interet en usage dans 

25 l'invention peut etre obtenu d'un organisme eucaryote, procaryote ou d'un virus par 
toute technique conventionnelle de biologie moleculaire. II peut coder pour un 
polypeptide correspondant a une proteine native telle que trouvee dans la nature 
homologue a la cellule hote ou non, un fragment proteique, une proteine 
chimerique provenant de la fusion de polypeptides d'origines diverses ou un 
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mutant presentant des proprietes biologiques ameliorees et/ou modifiees. Un tel 
mutant peut etre genere par substitution, deletion et/ou addition d'un ou plusieurs 
residus acides amines. En outre, le polypeptide peut etre (i) intracellulaire (ii) 
membranaire present a la surface de la cellule hote ou encore (iii) secrete hors de 
5 la cellule, hote et done comprendre des elements additionnels appropries, comme 
une sequence codant pour un signal de secretion ou une region d*ancrage 
transmembranaire. 

On prefere tout particulierement mettre en oeuvre un gene d'interet 
therapeutique codant pour un produit d'expression capable d'inhiber ou retarder 

10 I'etablissernent et/ou le developpement d'une maladie genetique ou acquise. Un 
vecteur selon 1'invention est particulierement destine a la prevention ou au 
traitement de la mucoviscidose, de 1'hemophilie A ou B, de la myopathic de 
Duchenne ou de Becker, du cancer, du SIDA, de maladies cardiovasculaires 
(restenose, artheriosclerose, ischemic..) et d'autres maladies infectieuses dues a 

15 un organisme pathogene : virus, bacterie, parasite ou prion. Les genes d'interet 
utilisables dans la presente invention, sont ceux qui codent pour les proteines 
suivantes : 

une cytokine et notamment une interleukine (IL-2, IL-7, IL-10, IL- 
12...), un interferon, un facteur de necrose tissulaire et un facteur de 

20 croissance et notamment hematopoYetique (G-CSF, GM-CSF), 

un facteur ou cofacteur implique dans la coagulation et notamment 
le facteur VIII, le facteur IX, le facteur von Willebrand, 
l'antithrombine III, la proteine C, la thrombine et l'hirudine, 
une enzyme et notamment la trypsine, une ribonuclease, la 

25 phosphatase alcaline (plap) et la B-galactosidase, 

un inhibiteur d'enzyme tel que ral-antitrypsine et les inhibiteurs de 
proteases virales 

un produit d'expression d'un gene suicide comme la thymidine 
kinase du virus HSV (virus de l'herpes) de type 1 , celui du gene furl 
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cx/ou/cyJ de Saccharomyces cerevislae, la ricine, 
un activateur ou un inhibiteur de canaux ioniques, 
une proteine dont l'absence, la modification ou la deregulation de 
1'expression est responsable d'une maladie genetique, telle que la 
5 proteine CFTR, la dystrophine ou minidystxophine, l'insuline, l'AJDA 

(adenosine diaminose), la glucocerebrosidase et la 
phenylhydroxylase, 

une proteine capable d'inhiber 1'initiation ou la progression de 
cancers, telles que les produits d'expression des genes supresseurs de 
10 tumeurs, par exemple les genes p53, p73 et Rb, 

- une proteine capable de stimuler une reponse immunitaire, un 
anticorps, les antigenes du complexe majeur d'histocompatibilite ou 
une immunotoxine, 

une proteine capable d'inhiber une infection virale ou son 
15 . developpement, par exemple les epitopes antigeniques du virus en 

cause ou des variants alteres de proteines virales susceptibles cTentrer 
en competition avec les proteines virales natives, 
un recepteur cellulaire ou nucleaire ou un de leur ligand, 
un facteur de croissance (FGF pour Fibroblast Growth Factor, VEGF 
20 pour Vascular Endothelial cell Growth Factor...), et 

un inducteur d'apoptose (Bax...), un inhibiteur d'apoptose (Bcl2, 
BclX...), un agent cytostatique (p21, pi 6, Rb...), une nitric oxide 
synthase (NOS), une apolipoproteine (apoAI, apoE...), une catalase, 
une SOD, un facteur agissant sur Tangiogenese (PAI pour 
25 Plasminogen Activator Inhibitor...). 

* Par ailleurs, un gene d'interet en usage dans la presente invention, peut 
egalement coder pour un marqueur de selection permettant de selectionner ou 
identifier les cellules hotes transfectees par un vecteur selon 1'invention. On peut 
citer le gene neo (neomycine) conferrant une resistance a l'antibiotique G41 8, le 
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gene dhjr (dihydrofolate reductase), le gene CAT (Chloramphenicol Acetyl 
Transferase) ou encore le gene gpt (xanthine phosphoribosyl). 

D'une maniere generale, on aura recours pour 1'expression d'un ou des 
gene(s) d'interet a un promoteur fonctionnel dans la cellule hote consideree et, de 
5 preference, une cellule humaine. Le choix du promoteur est tres large et a la portee 
de I'homme du metier. II peut s'agir d'un promoteur gouvernant naturellement 
1'expression d'un gene d'interet en usage dans la presente invention ou de tout autre 
promoteur d'une origine quelconque. Par ailleurs, il peut etre de nature constitutive 
ou regulable, notamment en reponse a certains signaux cellulaires tissu- 

10 specifiques ou evenements-specifiques. Par exemple, il peut etre avantageux de 
cibler 1'expression du gene d'interet au niveau des cellules lymphocytaires dans le 
cadre du SIDA, des cellules pulmonaires dans le cadre de la mucoviscidose ou des 
cellules musculaires dans le cadre des myopathies. 

A titre d'exemples, les promoteurs convenant dans le cadre de la presente 

15 . .invention peuvent etre choisis parmi les promoteurs SV40 (Virus Simian 40), 
CMV (Cytomegalovirus), HMG (Hydroxymethyl-Glutaryl Coenzyme A), TK 
(Thymidine kinase), les LTRs retroviraux comme celui du MoMLV, RSV ou du 
MSV lorsqu'on met en oeuvre un vecteur retroviral, les promoteurs adenoviraux 
El A et tardif MLP (Major Late Promoteur) notamment dans le contexte d'un 

20 vecteur adenoviral, les promoteurs 7,5K, HSR, pKIL, p28 et pi 1 destines a des 
vecteurs poxviraux comme le virus de la vaccine, le promoteur PGK 
(Phosphoglycero kinase), les promoteurs foie-specifiques des genes codant pour 
l'ccl-antitrypsine, le facteur IX, l'albumine et la transferrine, les promoteurs des 
genes d'immunoglobulines qui permettent une expression dans les lymphocytes, 

25 et enfin les promoteurs des genes codant pour le surfactant ou la proteine CFTR 
qui presentent une certaine specificite pour les tissus pulmonaires. II peut 
egalement s'agir d'un promoteur stimulant 1'expression dans une cellule tumorale 
ou cancereuse. On peut citer notamment les promoteurs des genes MUC-1 
surexprime dans les cancers du sein et de la prostate (Chen et al., 1995, J. Clin. 
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Invest. 96, 2775-2782), CEA (pour carcinoma embryonic antigen) surexprime 
dans les cancers du colon (Sclirewe et al., 1990, Mol. Cell. Biol. 10, 2738-2748), 
tyrosinase surexprime dans les melanomes (Vile et al., 1993, Cancer Res. 55, 
3860-3864), ERB-2 surexprime dans les cancers du sein et du pancreas (Harris et 
5 aL, 1994, Gene Therapy /, 170-175), cc-fetoproteine surexprimee dans les cancers 
du foie (Kanai et al., 1997, Cancer Res. 57, 461-465), APC surexprime dans les 
cancers colorectaux, BRCA-1 et 2 (Wooster et al., 1995, Nature 378, 789-792) 
surexprimes dans les cancers des ovaires et PSA (pour prostate specific antigen) 
surexprime dans les cancers de la prostate. 

10 Par ailleurs, le gene d'interet en usage dans la presente invention peut 

comporter d'autres sequences ameliorant son expression, tant au niveau de la 
transcription que de la traduction ; par exemple une sequence activatrice de la 
transcription de type enhancer, une sequence intronique, un signal de terminaison 
de la transcription (polyA) et, comme indique precedemment, un signal de 

1.5 . ; : secretion ou une region transmembranaire. - ■ 

L'invention couvre egalement les particules virales generees a partir d'un 
vecteur viral selon l'invention. On precede generalement par transfection de celui- 
ci dans une lignee cellulaire adequate. Si le vecteur viral utilise est defectif pour 
la replication, on aura recours a une lignee de complementation. D'une maniere 

20 generate, l'homme du metier connait les lignees pouvant etre employees pour 
generer des particules virales infectieuses ainsi que le procede a mettre en oeuvre 
selon le vecteur utilise. 

Par exemple, dans le cas d'un vecteur adenoviral, on peut avoir recours a 
la lignee 293 (Graham et al., 1977, J. Gen. Virol., 36, 59-72). S'agissant d'un 

25 vecteur retroviral, on peut envisager d'employer des lignees cellulaires ecotropes, 
comme la lignee CRE (Danos et Mulligan, 198S ? Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 55, 
6460-^6464) ou GP+E-86 (Markowitz et al., 1988, J. Virol., 62, 1120-1124). Mais 
on prefere tout particulierement mettre en oeuvre une lignee de complementation 
amphotrope telle que la lignee PG13 (Miller et al., 1991, J. Virol., 65, 2220-2224) 
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ou Psi Env-am (Markowitz et al., 1988, T.A.A.P. Vol. CI, 212-21S). 
Generalement, on recupere les particuies virales infectieuses dans le surnageant 
de culture des cellules de complementation transferees. 

L'invention s'etend egalement aux cellules comprenant un vecteur selon 
5 l'invention ou infectees par des particuies virales infectieuses selon l'invention. 
Les methodes de transfection sont bien connues de rhomme de rait. On peut citer 
la technique de precipitation au phosphate de calcium, celle au DEAE dextrane, 
la microinjection ou l'encapsulation dans des vehicules lipidiques. D'autre part, les 
vecteurs selon l'invention peuvent etre presents dans la cellule hote sous forme 

10 integree dans le genome cellulaire ou sous forme d'episomes aussi bien dans le 
noyau que dans le cytoplasme. La cellule selon l'invention est avantageusement 
une cellule eucaryote, notamment mammifere et, de preference, une cellule 
humaine. II peut s'agir d'une cellule primaire ou tumorale d'une origine 
hematopoietique (cellule souche totipotente, leucocyte, lymphocyte, monocyte, 

15 macrophage ...), hepatique, epitheliale, fibroblaste, du systeme nerveux central et, 
tout particulierement, d'une cellule musculaire (myoblaste, myocyte, cellule 
satellite, muscle lisse...), cardiaque, vasculaire, tracheale, pulmonaire ou du 
systeme nerveux central. 

La presente invention concerne egalement 1'usage therapeutique d'un 

20 vecteur, d'une particule virale ou d'une cellule selon Tinvention, pour la 
preparation d'une composition pharmaceutique destinee au traitement et/ou a la * 
prevention d'une maladie traitable par therapie genique, notamment d'une maladie 
genetique, d'une maladie acquise comme le cancer ou d'une maladie infectieuse. 
Cependant, un tel usage n'est pas limite a une application de type therapie 

25 genique somatique. En particulier, un vecteur selon l'invention peut etre utilise a 
d'autres fins comme la production par voie recombinante dans des cellules 
procaryotes ou eucaryotes de produit(s) d'expression code(s) par au moins un des 
genes d'interet. Par exemple, on peut envisager la coexpression de deux genes 
d f interet dans un vecteur d'expression dicistronique utilisant une sequence 
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nucleotidique selon l'invention. La coexpression d'un gene de resistance a un 
antibiotique a titre de second cistron peut permettre d'augmenter Texpression d'un 
premier cistron. II est possible d'obtenir un produit mature par la coexpression de 
deux genes dont le produit d'expression de Tun permct la maturation du 
5 polypeptide code par l'autre (par exemple precurseur polypeptidique et une 
protease clivant le precurseur en polypeptide mature). Dans ce cas, on peut avoir 
recours a des cellules procaryotes (E.coli ...), eucaryotes inferieures (levure, 
champignon, insecte ...) ou animales. II s'agira ensuite de recolter et 
eventuellement purifier ledit produit d'expression d'interet du surnageant ou de la 

10 culture cellulaire par les techniques conventionnelles. Une autre possibility 
d'utilisation consiste en la production d'animaux transgeniques ayant integre dans 
leur genome une cassette pour l'expression d'un ou plusieurs genes d'interet et 
comprenant une sequence nucleotidique selon l'invention. II peut s'agir de souris, 
rats, lapins, poissons, primates ou d'animaux de ferme (bovins, ovins, porcins ...) 

15.. Les techniques pour generer ces animaux transgeniques sont connues. Le 
polypeptide d'interet peut etre recupere de maniere conventionnelle par exemple 
dans les fluides biologiques (sang, lait ... etc) de l'animal. 

L'invention s'adresse egalement a une composition pharmaceutique 
comprenant a titre d'agent therapeutique ou prophylactique un vecteur, une 

20 particule virale ou une cellule selon l'invention ou un polypeptide d'interet obtenu 
conformement a Tutilisation selon Tinvention, en association avec un vehicule 
acceptable d'un point de vue pharmaceutique. 

Une composition pharmaceutique selon l'invention peut etre fabriquee de 
maniere conventionnelle. En particulier, on associe une quantite 

25 therapeutiquement efficace d'un tel agent a un support, un diluant ou un adjuvant 
acceptable. Elle peut etre administree selon n'importe quelle route d'administration 
et ceci en dose unique ou repetee apres un certain delai d'intervalle. On preferera 
notamment Tadministration intraveineuse, intramusculaire, intrapulmonaire 
(eventuellement par aerosolisation) ou intratumorale. La quantite a administrer 
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sera choisie en fonction de differents criteres, en particulier l'usage a titre de 
traitement ou de vaccin, la voie d'administration, le patient, le type de maladie a 
traiter et son etat devolution, la duree du traitement, le vecteur retenu ...etc. A titre 
indicatif, une composition pharmaceutique selon l'invention comprend entre 10 J 
5 et 10 u pfu (unite formant des plages), avantageusement entre 10 5 et 10 13 pfu et, de 
preference, entre 10 6 et 10 n pfu de particules virales. Une composition a base de 
vecteur peut etre formulee sous forme de doses comprenant de 0,01 a 100 mg 
d'ADN, de preference, de 0,05 a 10 mg et, de maniere tout a fait preferee, de 0,1 
a 5 mg. 

10 La formulation peut egalement inclure seul ou en combinaison un diluant, 

un adjuvant ou un excipient acceptable d'un point de vue pharmaceutique, de 
meme qu'un agent de solubilisation, de stabilisation ou de conservation. La 
composition peut etre presentee en dose unique ou en multidoses sous forme 
liquide ou seche (lyophilisat...) susceptible d'etre reconstitute de maniere 

1 5 extamporanee par un diluant approprie. 

Par ailleurs, l'invention concerne une methode de traitement de maladies 
genetiques, cancers et maladies infectieuses selon laquelle on administre une 
quantite therapeutiquement efficace d'un vecteur, d'une particule virale ou d'une 
cellule selon l'invention a un patient ayant besoin d'un tel traitement. Selon un 

20 premier protocole therapeutique, on peut les administrer directement in vivo, par 
exemple par injection intraveineuse, intramusculaire, intratumorale ou par 
aerosolisation dans les poumons. De maniere alternative, on peut adopter un 
protocole de therapie genique ex vivo qui consiste a prelever les cellules d'un 
patient (cellules souches de la moelle osseuse, lymphocytes du sang 

25 peripherique...), a les transfecter avec un vecteur selon l'invention et a les cultiver 
in vitro avant de les reimplanter au patient. 

Enfin, l'invention concerne Tutilisation d'un vecteur, d'une particule 
virale ou d'une composition pharmaceutique selon l'invention pour la transfection 
ou l'infection de cellules pluripotentes, notamment de cellules pluripotentes du 
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systeme nerveux central. 

L'invention est illustree ci-apres par reference aux figures suivantes. 
La Figure 1 est une representation schematique des plasmides 
monocistroniques utilises comme matrices pour la synthese in vitro d' ARN coiffes 
5 et non-coiffes. lis contiennent le promoteur precoce du cytomegalovirus (Po 
CMV) utilisable pour r expression in vivo, le promoteur du gene codant pour 
TARN polymerase du phage T7 (Po T7) utilisable pour les experiences in vitro, 
differentes portions de Textremite 5' non traduite (leader) du virus REV-A (1 a 
578 pour pREV CB-95, 578 a 1 pour pREV CG-53, 1 a 578 deletees des nt 268 

10 a 452 pour pREV CG-54, 265 a 578 pour pREV CG-55 et 452 a 578 pour pREV 
CG-56) et le gene LacZ (^LacZ) codant pour une p-galactosidase tronquee a 
Textremite C-terminale de masse moleculaire d'environ 46 kDa. 

La Figure 2 est une representation schematique des plasmides 
dicistroniques utilises comme matrices pour la synthese in vitro d'ARN coiffes et 

1 5 non-coiffes. lis contiennent le promoteur precoce du cytomegalovirus (Po CMV) 
utilisable pour r expression in vivo, le promoteur du gene codant pour TARN 
polymerase du phage T7 (Po T7) utilisable pour les experiences in vitro, le gene 
neo, differentes portions de Textremite 5' non traduite (leader) du virus REV-A 
(1 a 578 pour pREV CB-54, 578 a 1 pour pREV CG-50, 1 a 578 deletees des nt 

20 268 a 452 pour pREV CG-52, 265 a 578 pour pREV CB-55 et 452 a 578 pour 
pREV CG-58) et le gene LacZ (*LacZ) codant pour une p-galactosidase tronquee 
a Textremite C-terminale de masse moleculaire d'environ 46 kDa. 

La Figure 3 A est une representation schematique des vecteurs retroviraux 
dicistroniques possedant deux elements d'origine retrovirale differente, a titre 

25 d'IRES et de region d'encapsidation (E) et deux genes d'interet comme les genes 

* 

rapporteurs plap codant pour la phosphatase alcaline placentaire et neo codant 
pour )a neomycine phosphotransferase. B) Vecteurs retroviraux de la serie pREV 
HW possedant des LTRs derives de MLV et places dans un contexte plasmidique 
pBR322. VL30E+ correspond a la region 5 1 non traduite de HaMSV et MoMLV 
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E+ correspond a la region d'encapsidation de MoMLV. C) Vecteur de reference 
pEMCV-CBTV ayant des LTR et la region d'encapsidation de MoMLV et 1'IRES 
de EMCV. Dans tous les cas, les sequences sont numerotees par rapport au site 
cap (position +1) de TARN genomique. 
5 La Figure 4 illustre l'effet de la rapamycine sur les activites A) 

phosphatase, alcaline et B) neomycine phosphotransferase produites dans les 
cellules GP+E-86 non transferees ou transferees de maniere stables par les 
differents vecteurs pREV HW ou pEMCV-CBTV (pCBlOO) et traitees par la 
rapamycine (boites pleines) ou non traitees (controle, boites pointillees). 
10 La Figure 5 illustre Toptimisation du protocole de transduction applique 

aux cellules neuroectodermales Dev. Le pourcentage de cellules Dev transduites 
par les virus pEMCV-CBTV (IRES EMCV) et pREV HW-3 (IRES REV-A) est 
determine par cytometric de flux. 

15 EXEMPLES 

Les constructions ci-apres decrites sont realisees selon les techniques 
generates de genie genetique et de clonage moleculaire detaillees dans Sambrook 
et al. (1989, Molecular cloning : A Laboratory Manual, 2nd ed. Cold Spring 

20 Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, NY) ou selon les 
recommandations du fabricant lorsqu'on utilise un kit commercial. Les 
techniques de PCR sont connues de Thomme de l!art et abondamment decrites 
dans PCR Protocols, a guide to methods and applications (Ed : Innis, Gelfand, 
Sninsky et White, Academic Press, Inc.). Les amplifications d'ADN 

25 plasmidique sont realisees dans Escherichia colt HB101 souche 1035 (recA). Par 
ailleurs, la position des sequences REV-A utilisees dans les constructions est 
indiquee par reference a la molecule ARN, la position 4-1 correspondant au 
premier nucleotide de la molecule d'ARN, c'est a dire au site d'initiation de la 
transcription (Darlix et al., 1992, J. Virol. 66: 7245-7252). 
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EXEMPLE 1 : identification d'un site IRES au niveau de Textremj^ y 

leader de TARN de REV- A. 

5 Des etudes de synthese proteique in vitro ont ete entreprises a l'aide 

d'une serie de plasmides mono et dicistroniques contenant des fragments du 
leader 5* de TARN genomique REV-A afin de rechercher s'ils permettent la 
traduction de cistrons par liaison interne des ribosomes. 

10 1 . Construction des plasmides mono et dicistroniques. 

Les fragments d'ADN correspondant aux sequences 1 a 578, 265 a 578 
et 452 a 578 de TARN REV-A sont isoles par PGR a partir de la matrice 
pREVSC-1 (Darlix et al., 1992, J. Virol. 66, 7245-7252). On utilise des 
amorces appropriees que Thomme du metier peut concevoir, munies a leurs 

15 . extremites d'un site Nhel. Apres digestion par cette enzyme, les fragments PCR 
sont inseres en amont du gene LacZ dans le vecteur pEMCV-M260-837 (Berlioz 
et al. f 1995, J. Virol. 69, 6400-6407) prealablement clive par Mi el. Le gene 
LacZ mis en oeuvre code pour un produit p-galactosidase tronque a Textremite 
C-terminale. On obtient les plasmides monocistroniques pREV CB-95 (1-578), 

20 pREV CG-55 (265-578) et pREV CG-56 (452-578) illustres a la Figure 1. Les 
plasmides dicistroniques pREV CB-54 (1-578), pREV CB-55 (265-578) et pREV * 
CG-58 (452-578) sont representes a la Figure 2 et resultent de Tinsertion des 
fragments PCR precedents entre les genes neo et LacZ de pEMCV-D260-837 
(pCBlOl) (Berlioz et al. , 1995, J. Virol. 69, 6400-6407) egalement soumis a une 

25 digestion par Nhel. L'amplification des nt 1 a 578 deletes des sequences 268 a 
452 est realisee a partir du vecteur pREVSC-1 prealablement digere par Kpnl et 
Sad, traite par le fragment Klenow de TADN polymerase d'E. coli et religue. 
Le fragment amplifie digere par Nhel est clone dans pEMCV-M260-837 en 
amont du gene LacZ ou entre les genes neo et LacZ de pEMCV-D260-837, les 
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deux vecteurs ayant ete digeres par Nliel, pour dormer respectivement pREV 
CG-54 (Fig 1) et pREV CG-52 (Fig 2). Enfin des plasmides controles 
monocistronique pREV CG-53 (Fig 1) et dicistronique pREV CG-50 (Fig 2) ont 
ete construits par introduction du fragment PCR portant les sequences REV-A 
5 la 578 dans les vecteurs precedents en orientation inverse (578-1). Dans 
l'ensemble des constructions contenant les sequences REV-A en orientation sens, 
T initiation de la traduction de la P-galactosidase est sous le controle du codon 
AUG du gene gag de REV-A situe en position 574-576, alors que dans les 
plasmides controles, la synthese de la p-galactosidase depend d'un AUG place 
10 dans un contexte de Kozak favorable introduit par PCR. 

2. Synthese d'ARN et traduction in vitro. 

Les ARN coiffes et non coiffes sont synthetises a partir de 1 fig d'ADN 
plasmidique linearise par Sspl (position 1240 dans le gene LacZ) a l'aide de 

15 TARN polymerase T7 (mMessage mMachine™ ou MAXIscript ™, Ambion) 
dans un volume reactionnel de 20 /il selon le protocole indique par le 
fournisseur. La transcription est stoppee par traitement de la matrice ADN par 
P enzyme DNasel suivi d'une precipitation des ARN en presence de chlorure de 
lithium. Les ARN sont repris dans 50 p\ de tampon TE (Tris-HCl 10 mM 

20 pH7,5, EDTA ImM) avant d'etre purifies et desales par passage sur une colonne 
S-300 MicroSpin™ (Pharmacia BioTech) selon les indications du fournisseur. 
L'integrite des ARN transcrits est verifiee par electrophorese sur gel d 'agarose 
0,7 % contenant du bromure d'ethidium (0,5 /ig/ml). La concentration finale en 
ARN est determinee spectrophotometriquement. 

25 Les ARN coiffes et non coiffes (10 jig/ml) sont traduits dans le systeme 

cellulaire RRL (Promega) utilise a 50 % de sa concentration initiale en presence 
de 1 mCi de [ 35 S] methionine par ml (Amersham) a 31°C pendant 1 h. Le 
melange reactionnel est supplement^ par de l'acetate de potassium a une 
concentration finale de 120 mM. Par ailleurs, TARN luciferase est teste dans les 
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memes conditions reactionnelles (temoin positif). Un essai mene en absence 
d'ARN consume le temoin negatif. En parallele, on teste Teffet de la protease 
L du virus FMDV (Foot and mouth disease virus) sur la traduction des ARN 
dicistroniques. Cette protease clive le facteur d' initiation de la traduction eIF4G 
5 enire la glycine en position 479 et 1'arginine en position 480 pour generer deux 
fragments peptidiques depourvus d'activite initiatrice (Kirchweger et al. f 1995, 
J. Virol. 68 t 5677-5684). En outre, Ohlmann et al. (1995, Nucleic Acid Res. 
23, 334-340 ; 1996, EMBO J. i5, 1371-1382) a montre que le traitement des 
lysats de reticulocyte par la protease L inhibe la traduction in vitro des ARN 

10 cellulaires coiffes alors que Tinitiation interne dirigee par TIRES du cardiovirus 
n'est pas touchee. Ainsi si un element IRES existe dans le leader 5' REV-A, la 
presence de la protease L ne devrait pas affecter Texpression du cistron dont la 
_ traduction est sous sa dependance. Dans ce cas, les essais mettent en oeuvre le 
systeme RRL Flexi (Promega) a 50 % de sa concentration initiale, 8 /ig/ml 

15 . d'ARN, 1 mCi de [ 35 S] methionine par ml (Amersham) et 30 ng de protease L 
recombinante et purifiee par les methodes conventionnelles. Le melange 
reactionnel est supplements par du chlorure de potassium a une concentration 
finale de 80 mM. La reaction est poursuivie a 31 °C pendant 1 h. 

Les echantillons sont denatures par la chaleur dans 62,5 mM de Tris-HCl 

20 pH6,8, 2 % de sodium dodecyl sulphate (SDS), 10 % de glycerol, 5 % de p- 
mercaptoethanol et 0,02 % de bleu de bromophenol et les proteines marquees 
analysees par electrophorese sur gel de polyacrylamide 12 % (poids/vol), 0,2 % 
SDS. Le produit du gene neo et la p-galactosidase migrent a une masse 
moleculaire d'environ 28 et 46 kDa respectivemeht. L'efficacite de la traduction 

25 coiffe-dependante et independante est quantifiee par scanographie (Phospho- 
Imageur Storm 840, version 4.00, Molecular Dynamics ; Image Quant 
version 1.1, Molecular Dynamics). Dans le cas des vecteurs dicistroniques, 
l'intensite du marquage du produit d'expression du second cistron (p- 
galactosidase) dont la traduction est mediee par TIRES est evaluee apres 
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standardisation du niveau d'expression du produit neo. 

On observe que la traduction des ARN non coiffes obtenus a partir des 
plasmides monocistroniques pREV CB-95, pREV CG-53, pREV CG-54, pREV 
CG-55 et pREV CG-56 est aussi efficace que celle des ARN coiffes. Cependant, 
5 comme attendu, la quantite de P-galactosidase generee a partir du plasmide 
pREV CG-53 dans lequel les sequences REV-A (1 a 578) sont en orientation 
antisens est beaucoup plus faible que celle obtenue avec les constructions 
utilisant une sequence REV-A dans Torientation sens. Lorsque les fragments 
REV-A sont mis en oeuvre d'une maniere dicistronique entre les genes neo et 

10 LacZ, Texpression de la P-galactosidase n'apparait qu'en presence d'un IRES 
fonctionnel (pREV CB-54, pREV CB-55, et pREV CG-52) alors que celle du 
premier cistron (neo) est efficace dans tous les cas (y compris pREV CG-50). 
Des essais compatifs de traduction in vitro menes avec les vecteurs precedents 
et le plasmide pEMCV-D260-837 comprenant TIRES EMCV de reference 

.15 montrent que les fragments REV-A 1-578, 265-578 et 452-578 sont capables 
d'initier la traduction du second cistron d'une maniere plus efficace que celle 
dirigee par TIRES EMCV. Par ailleurs, le traitement des lysats de reticulocytes 
par la protease L s'accompagne d'une inhibition de Texpression coiffe- 
dependante du gene neo alors que Texpression de la p-galactosidase dependante 

20 de TERES est sensiblement augmentee. Pour le temoin pREV CG-50, on observe 
egalement Tinhibition de Texpression neo alors que Texpression de la P- 
galactosidase est a peine detectable que le traitement a la protease L ait lieu ou 
non. A litre indicatif, Teffet de la protease sur Texpression des deux genes 
rapporteurs est illustre ci-apres. 

25 

Tableau 1 : Rapport de Texpression des genes en presence et en absence 
de protease L de FMDV. 
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Construction 


neo 


LacZ 


pREV CG-50 


- 51,85 


- 5,53 


pREV CB-54 


- 55,36 


+ 40,24 


pREV CB-55 


- 34,65 


+ 84,42 


pREV CG-58 


-45,07 


+ 57,51 


pEMCV-D260-837 


-79,51 


+ 33,93 



EXEMPLE 2 : Vecteurs retroviraux cnmprenant une sequence IRES 

REV-A 

10 

On a construit une serie de vecteurs retroviraux utilisant les sequences 
REV-A a titre de sites IRES ou d'elements augmentant Tencapsidation. La 
Figure 3 illustre les vecteurs de la serie pREV HW possedant des LTRs de type 
MoMLV et les vecteurs temoins utilises dans les experiences decrites ci-apres. 

1 5 Bien que ceux-ci ne soient pas represents, on a egalement construit des vecteurs 
designes pMC qui different des pREV HW uniquement par le fait que leurs 
LTRs sont d'origine SNV et des controles negatifs dans lesquels les sequences 
REV-A sont positionnees en orientation reverse (3* -> 5*) par rapport aux 
LTRs. Pour toutes les etapes de biologie moleculaire, ces vecteurs sont 

20 introduits dans le plasmide pBR322. 

L Construction des vecteurs retroviraux. 

Le vecteur temoin pEMCV-CBTV (pBClOO) est un vecteur dicistronique 
comprenant, outre les LTRs et la region d'encapsidation derives de MoMLV, 
25 le gene codant pour la phosphatase alcaline placentaire (plap) dont la traduction 
est cojffe-dependante et le gene neo dont la traduction est dependante du site 
IRES EMCV (Torrent et al., 1996, Human Gene Therapy 7, 603-611). 

Les vecteurs pREV HW ont ete obtenus de la fa?on suivante : 
pREV HW-1 : le fragment REV-A s'etendant des nt 265 a 578 genere par PCR 
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et digere par Nliel est clone entre les genes plap et neo de pMLV-CB71 (Berlioz 
et Darlix, 1995, J. Virol. 69, 2214-2222). 

pREV HW-2 : le fragment EcoKl de pVL CBT5 (Torrent et ah, 1996, Human 
Gene Therapy 7, 603-611) portant le LTR 5' MoMLV et les sequences 
5 d'encapsidation de VL30 est introduit dans le vecteur pREV HW-1 linearise par 
£coRI. 

pREV HW-3 : le fragment EcoRI de pEMCV-CBTV contenant le LTR 5* et les 
sequences d'encapsidation de MoMLV est insere dans le vecteur pREV HW-1 
linearise par EcoRI. 

10 pREV HW-4 : le fragment REV-A s'etendant des nt 452 a 578 genere par PCR 
et digere par Nhel est clone entre les genes plap et neo de pMLV-CB71. 
pREV HW-5 : le fragment EcoRI de pVL CBT5 portant le LTR 5' MoMLV et 
les sequences d'encapsidation de VL30 est introduit dans le vecteur pREV HW-4 
linearise par EcoRI. 

15 pREV HW-6 : le fragment EcoRI de pEMCV-CBTV contenant le LTR 5' et les 
sequences d'encapsidation de MoMLV est insere dans le vecteur pREV HW-4 

linearise par EcoRI. 

Les vecteurs de la serie pMC sont obtenus selon le schema de 
construction suivant : Les LTRs SNV sont generes par PCR a partir du plasmide 

20 REV-A 2-20-6 (O'Rear et Temin, 1982, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 79, 1230- 
1234 ; Darlix et al., 1992, J. Virol. 66, 7245-7252). Le gene neo est isole de 
pMLV-CB71 par digestion avec Sail et BamHl puis introduit entre les memes 
sites du vecteur pUC19 (Gibco BRL). Le LTR 5' du SNV (nt 1 a 861) est digere 
par HindUI et Sail, et insere dans pUC19-neo prealablement clive par ces memes 

25 enzymes. Le LTR 3* SNV (nt 7230-8300) digere par Smal et EcoKL est clone 
dans le vecteur precedent pour donner pCG-61 contenant LTR 5' SNV-neo-LTR 
3' SNV. En parallele, on genere un vecteur designe pCG-62 qui differe du 
precedent par la deletion des sequences env (nt 7230-7691) obtenu par traitement 
BgHI-AvrH, Klenow et religation. Le gene plap isole du clone Cla-12AP (DGoff) 
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est introduit entre les sites EcoKL et Xbal d'un plasmide bluescript prealablement 
delete du site Sail (digestion EcoRI-Xhol) avant d'etre reisole sous la forme d'un 
fragment Kpril-SaR et clone entre les memes sites de pCG-61 et pCG-62, pour 
dormer pCG-63 et pCG-64 respectivement. Le gene LacZ est obtenu par 
5 digestion partielle de pREV CB-95 par les enzymes Sail et BamHl. Son insertion 
entre les sites Sail et BamRl de pCG-61 et pCG-62 donne lieu a pCG-65 et 
pCG-66 respectivement. Enfin, le bloc LTR-Gene-LTR est isole de chaque 
plasmide pCG-62, pCG-64 et pCG-66 par digestion Hindlll-EcoRL pour etre 
insere dans le vecteur pBR322 clive par ces memes enzymes. On genere pMCl , 
10 pMC2etpMC3. 

2. Generation de particules virales infectieuses et determination du titre viral et 
de I 'expression des genes reporteurs plap et neo. 

La Iignee de complementation ecotrope GP-fE-86 (Markowitz et al., 

15 1988, J. Virol., 62, 1120-1124) et les cellules cibles NIH3T3 (cellules 
fibroblastiques de souris) disponibles a l'ATCC, sont cuitivees a 37°C en 
presence de 5% de C0 2 dans du milieu DMEM (Dulbecco's Modified Eagle's 
Medium, Gibco BRL) complemente avec 10% de serum de veau de nouveau-ne. 
Les cellules helper GP+E-86 et les cellules cibles NIH3T3 sont mises en culture 

20 la veille de la transfection et de l'infection. Les infections virales sont realisees 
selon le protocole conventional decrit dans la litterature. 

20 fig de vecteurs pREV HW-1 a 6 ainsi que de vecteur de reference 
pEMCV-CBTV sont transfectes en parallele dans les cellules GP-fE-86 (5xl0 5 
cellules par boite de 10cm) selon la methode de Chen et Okyama (1987, Mol. 

25 Cell. Biol., 7, 2745-2753 ; 1988, Bio/Techniques 6, 632-637). Differentes 

• _ 

dilutions de surnageants des cultures GP+E-86 stables ou transitoires sont 
utilisees pour infecter les cellules cibles NIH3T3 ensemencees la veille de 
Tinfection a raison de 2xl(f cellules par puits. Au prealable, les surnageants 
viraux ont ete filtres (sur filtres de 0,45 /im) et mis en presence de polybrene a 
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une concentration finale de 8 /ig/ml. L'infection est pousuivie toute la nuit a 
37 °C et le jour suivant, les cellules sont lavees et cultivees dans du milieu frais. 
Apres 48 h, les cellules sont placees en milieu selectif (1 mg/ml de G418) ou 
colorees pour determiner le nombre de cellules exprimant la phosphatase alcaline 
5 plap. On procede tout d'abord a une fixation dans du tampon PBSxl contenant 
2% de formaldehyde et 0,2% de glutaraldehyde. Apres deux rin?ages dans du 
PBSxl suivis d'une incubation de 30 min a 65°C dans du PBSxl, les cellules 
sont lavees a deux reprises dans du tampon AP (0,1 M Tris-HCI pH 9,5, 0,1 M 
NaCl, 50 mM MgCl 2 dans du PBSxl) et placees 5 h dans la solution de 

10 coloration (0,1 mg/ml de 5-bromo-4-chloro-3-indolyl phosphate (BCIP), 1 
mg/ml d'un sel de terazolium de Nitroblue (NBT) et 1 mM de Levamisol dans 
du tampon AP). Ces experiences de coloration histochimique confirment 
Texpression de la phosphatase alcaline dans les cellules helper GP+E-86 et dans 
les cellules cibles NIH3T3. 

15 Le titre des virus recombinants est determine apres transfection des 

cellules ecotropes GP-fE-86. Apres deux jours d'incubation, le surnageant viral 
est recolte et utilise pour determiner le titre viral (expression transitoire). 
Ensuite, les cellules transferees sont selectionnees au G418 pendant un mois. 
Apres cette selection, on determine le titre viral sur le surnageant recolte 

20 (expression stable). Celui-ci correspond au nombre de particules infectieuses par 
ml de surnageant. Par la methode des dilutions limites, les cellules cibles * 
NIH3T3 sont infectees avec des dilutions en serie de surnageant viral et, apres 
deux jours d' incubation, les cellules sont colorees histochimiquement et 
comptees. Les resultats suivants sont obtenus (Tableau 2): 

25 



WO 98/49334 



PCT/FR98/00849 



-29- 



Vecteur 


Expression 
transitoire (cfu/ml) 


Expression stable 
(cfu/ml) 


pREV HW-1 






pREV HW-2 


0,2xl0 4 


3,2xl0 6 


pREV HW-3 


l,6xl0 4 


l,4xl0 9 


pREV HW-4 






pREV HW-5 


l,3xl0 4 


6,5xl0 5 


pREV HW-6 


2,0xl0 4 


4,5xl0 8 


pEMCV-CBTV 


l.lxlO 4 


2,lxl0 8 



10 Les vecteurs pREV HW-1 et pREV HW-4 depourvus de region 

d'encapsidation conventionnelle sont incapables de produire des particules 
virales infectieuses apres transection dans la lignee helper MLV (GP-f E-86). 
Cependant, on indique que le vecteur pMCl peut etre encapside dans des 
particules virales SNV apres transfection de la lignee helper SNV D17-C3A2 

15 (par exemple ATCC CRL8468), indiquant que les sequences REV- A s'etendant 
des nt 265 a 578 peuvent etre utilisees dans ce contexte a litre de region 
d'encapsidation. Les vecteurs retroviraux comprenant a la fois une sequence 
REV- A (265-578 ou 452-578) et une region d'encapsidation conventionnelle 
produisent des particules virales a un litre eleve (pREV HW-2, 3, 5 et 6). 

20 Cependant Tassociation avec la region d'encapsidation de MLV s'avere 
particulierement avantageuse puisqu'elle donne des tilres viraux 2 (pREV HW-6) 
a 5 fois (pREV HW-3) plus eleves que le vecteur de reference pEMCV-CBTV 
combinant cette meme region d'encapsidation et TIRES EMCV. De plus, la 
comparaison des donnees obtenues avec les vecteurs identiques variant 

25 uniquement au niveau du segment REV-A mis en oeuvre (pREV HW-2 et pREV 
HW-5. ou pREV HW-3 et pREV HW-6) laisse supposer que la sequence allant 
des nt 265 £ 578 est capable de cooperer avec la region d*encapsidation et ainsi 
ameliorer Tencapsidation des ARN viraux et en consequence les titres viraux. Un 
element interagissant d'une maniere positive avec Tencapsidation pourrait etre 
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present entre les nt 452 et 265 dans le genome REV-A. 

5. Analyse des virus recombinants par microscopie electronique. 

La morphologie des virions recombinants pREV HW produits apres 
5 transfection de la lignee GP4-E-86 par les vecteurs correspondants est analysee 
par microcopie electronique. On utilise a titre de temoins les virus obtenus de 
pEMCV-CBTV dans les memes conditions et les retrovirus sauvages obtenus 
. apres infection des cellules NIH3T3 avec la souche FMLV-29 (Friend murine 
leukemia virus souche 29). Les resultats de microscopie indiquent que le contenu 
10 en ARN n'affecte pas la moiphologie des virus recombinants. 

4. Effet de la rapamycine sur ['expression des cistrons plap et neo. 

Les cellules GP+E-86 sont transferees d'une maniere stable par 20 fig 
de vecteurs de la serie pREV HW ou pEMCV-CBTV et cultivees en conditions 

15 selectives (G418) pendant 15 jours. A 70 a 80 % de confluence, elles sont mises 
en presence de rapamycine a une concentration finale de 20 ng/ml. Cette 
derniere a un effet inhibiteur sur la traduction coiffe-dependante variant de 15 
a 40 % selon la lignee cellulaire (Beretta et al. f 1996 t EMBO J. 15, 658-664) 
mais n'affecte pas la traduction cap-independante. Les extraits cellulaires sont 

20 prepares classiquement apres 20 h d'incubation. Brievement, les cellules sont 
lavees deux fois dans du PBSxl, placees dans 1 ml de TEN (40 mM Tris-HCl 
pH7,5, 1 mM EDTA, 50 mM NaCl) pour une boite de 10 cm puis recuperees 
par grattage et centrifugees a faible vitesse. Le culot est repris dans 100 y\ de 
Tris-HCl 0,25 M, pH8 et soumis a une lyse cellulaire par 3 cycles de 

25 congelation-decongelation. Apres centrifugation 10 min a 14000 g, le surnageant 

* 

est recupere et peut etre conserve a -70 °C en attendant de proceder aux tests 
enzymatiques. La concentration finale en proteine est determinee par le test 
Micro BCA (Pierce). L'activite enzymatique plap des extraits cellulaires est 
evaluee spectrophotometriquement (kit alcaline phosphatase, BIORAD). Les 
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unites plap som determinees par rapport a un standard constitue par la 
phosphatase alcaline d'intestin de veau (Boehringer Mannheim). Les activites 
neo sont mesurees par le transfert de phosphate marque au [y- PJsur la 
neomycine (Ramesh et Osborne, 1991, Anal. Biochem. 193 , 316-318). Les 
5 resultats de Texpression des genes plap et neo mesures en absence et en presence 
de rapamycine sont illustres a la Figure 4 et presentes dans le Tableau 3. 

Tableau 3 : effet de la rapamycine sur Texpression des cistrons plap et 
neo exprime en % par rapport aux cellules non traitees. 



Lignee cellulaire 


phosphatase 
alcaline 


Neomycine 
phosphotransferase 


GP+E-86 






pREV HW-1 


-40,9 


+21,5 


pREV HW-2 


+21,3 


+26,7 


pREV HW-3 


+34,8 


-6,5 


pREV HW^ 


-94,6 


+ 3.0 


pREV HW-5 


+66,7 


+46,9 


pREV HW-6 


+46,1 


+49,6 


pEMCV-CBTV 


-2,6 


+ 20,5 



Dans les vecteurs pREV HW-1 et pREV HW-4, la presence de.. 
20 rapamycine reduit la traduction cap-dependante et augmente celle dependante de 
TIRES. Cette stimulation peut s'expliquer par une moindre competition pour la 
machinerie traductionnelle en presence de rapamycine. Lorsque deux elements 
IRES sont presents, Taddition de rapamycine s'accompagne d f une augmentation 
de Texpression des deux genes. Cependant, les donnees quantitatives 
25 d'expteSsion indiquent que Tactivite relative des IRES est differente, ce qui 
suggere une competiton entre eux pour les ribosomes. 

En resume, Tensemble des donnees montrent la presence d'un site IRES 
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efficace dans le leader 5' des ARN du virus REV-A et, probablement d'un 
element interagissant de maniere positive avec Tencapsidation. L'element IRES 
minimum est contenu au sein d'une sequence de 129 nt (positions 452 a 578). 

5 EXEMPLE 3 : Transduction dc cellules neuroectodermales humaines 

pluripotentes 

Cette etude est realisee dans la lignee cellulaire humaine Dev qui constitue 
un modele cellulaire du systeme nerveux central, cible potentielle pour la therapie 

10 genique humaine. Les cellules Dev derivent d'une tumeur primaire humaine 
d'origine neuroectodermale (PNET) et se component comme des cellules souches 
pluripotentes (Derxington et al., 1997, Oncogene, sous presse). De plus, il est 
possible d'induire leur differenciation soit en neurones soit en cellules gliales 
(Denington et al., 1997, supra ; Dufay etal., 1994, Eur. J. Neurosci. 6, 1633-1640 

15 ; Giraudon et al., 1993, Neurosci. 52, 1069-1079). Dans cette etude, le vecteur 
dicistronique pREV HW-3 (IRES REV-A 265-578) est compare au vecteur 
controle pEMCV CBTV (IRES EMCV). 

Les cellules Dev sont infectees avec une dilution au 1/100 de sumageant 
viral pendant 2 jours puis fixees, colorees histochimiquement selon le protocole 

20 ci-dessus et comptees. Le titre viral est similaire pour les deux vecteurs et de 
I'ordre de 3x1 0 3 TU/ml. Les unites de transduction (TU/ml) correspondent au 
rapport du nombre de colonies x dilution du retrovirus infectant par le volume 
total (ml) du vecteur dilue place sur les cellules. 

On verifie egalement Texpression des deux cistrons neo et plap. Pour ce 

25 faire, les cellules cibles sont comme precedemment transduites avec une dilution 
1/100 de sumageant viral et selectionnees en presence de G418 pendant 3 
semaines. On determine Tintensite de la fluorescence par cytometric de flux avec 
un anticorps specifique pour la plap (DAKO). On indique qu'un anticorps 
polyclonal convient. Les resultats montrent la production de T enzyme plap par les 
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cellules transduites et selectionnees au G418. En parallele, la synthese de 
l'enzyme plap est confirmee par coloration histochimique des clones resistants. 

Ces donnees montrent que le vecteur dicistronique pREV HW-3 peut 
transduire de fa?on efficace des cellules humaines derivees du systeme nerveux 
5 central et y transferer des genes d'interet et confirment la fonctionnalite du site 
IRES REV -A pour medier la production du produit d'expression du second 
cistron. 

Par ailleurs, differents protocoles de transduction ont ete etudies dans un 
but d'optimisation. Les variantes sont les conditions de culture des cellules en 

10 presence ou en absence de serum et en presence ou en absence de facteurs de 
croissance (FGF-2) et la production des vims en presence ou en absence de serum. 
Les six protocoles suivants ont ete compares avec les virus pEMCV CBTV et 
pREV HW-3 possedant Tenveloppe polytrope GaLV (production sur cellules 
PG13, ATCC CRL-10686). 

15 Protocole 1 : cellules cultivees en milieu avec serum (10 %), virus produit en 

r 

presence de serum (10 %). 
Protocole 2 : cellules cultivees en milieu avec serum (10 %), virus produit en 

absence de serum. 

Protocole 3 : cellules cultivees en milieu sans serum, virus produit en presence 
20 de serum (10%). 

Protocole 4 : cellules cultivees en milieu sans serum, virus produit en absence de 

serum. 

Protocole 5 : cellules cultivees en milieu sans serum, virus produit en presence 

de serum (10 %), presence de FGF-2. 
25 Protocole 6 : cellules cultivees en milieu sans serum, virus produit en absence de 

serum, presence de FGF-2. 
Le pourcentage de cellules Dev transduites est determine par cytometric 
de flux (Figure 5). Le pourcentage de cellules transduites par pREV HW-3 
depasse 30% lorsque la culture des cellules Dev est effectuee en absence de serum. 
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Un tel % n'est pas atteint avec le vims conventionnel pEMCV CBTV. L'ajout de 
facteurs de croissance est egalement avantageux. Parmi tous les protocoles mis en 
oeuvre, le protocole 5 permet de transduire plus de 50 % de cellules Dev. Ces 
resultats montrent que les vecteurs polycistroniques de l'invention ponant TIRES 
REV-A sont fonctionnels pour transduire les cellules neuroectodermales 
pluripotentes. Le developpement de protocoles pour la transduction efficace de 
lignees cellulaires humaines est un point essentiel dans 1' elaboration des strategies 

de transfert de genes. 

L' expression des cistrons plap et neo est evaluee apres differenciation 
neuronale et gliale (Demngton et al., 1997, supra). Brievement, les cellules Dev 
adoptent un phenotype differencie en presence de serum et de FGF-2 alors que 
lorsque la culture est realisee en absence de serum, le phenotype est pluripotent. 
Les resultats d'immunofluorescence avec un anticorps specifique anti-plap sur 
cellules Dev transduites, selectionnees au G418 et differenciees montrent une 
expression de la plap dans les cellules neuronales et gliales. Ces donnees 
suggerent que Tetat de differenciation n'inhibe pas la traduction mediee par 
TIRES REV-A. 
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LISTE DE SEQUENCES 



(1) INFORMATION GENERALE: 

(i) DEPOSANT: 

(A) NOM: INSERM 

(B) RUE: 101 rue de Tolbiac 

(C) VILLE: Paris cedex 13 

(E) PAYS : France 

(F) CODE POSTAL: 75654 

(G) TELEPHONE: 01 44 23 60 00 

(H) TELECOPIE: 01 45 85 68 56 

(ii) TITRE DE L f INVENTION: Nouveau site interne d' entree des ribosomes 
et vecteur le contenant . 

(iii) NOMBRE DE SEQUENCES: 2 

(iv) FORME LISIBLE PAR ORDINATEUR: 

(A) TYPE DE SUPPORT: Tape 

(B) ORDINATEUR: IBM PC compatible 

(C) SYSTEMS D 1 EXPLOITATION: PC- DOS /MS- DOS 

(D) LOGICIEL: Patentln Release §1.0, Version #1.25 (OE3) 



(2) INFORMATION POUR LA SEQ ID NO: 1: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 
- " (A) LONGUEUR: 940 paires de bases 

(B) TYPE: acide nucleique 

(C) NOMBRE DE BRINS : simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ARN (genomique) 
(iii) HYPOTKETIQUE: NON 
(iii) ANTI-SENS: NON 

(vi) ORIGINS: 

(A) ORGANISME: Reticuloendotheliosis virus 

(B) SOUCHE: type A (REV-A) 

(C) INDIVIDUEL ISOLE: leader 5 1 de 1 * ARN genomique REV-A 



(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE : SEQ ID 


NO: 1: 






AAUGUGGGAG 


GGAGCUCCGG 


GGGGAAUAGC 


GCUGGCUCGC 


UAACUGCCAU 


AUUAGCUUCU 


60 


GUAAUCAUGC 


UUGCUUGCCU 


UAGCCGCCAU 


UGUACUUGAU 


AUAUUUCGCU 


GAUAUCAUUU 


120 


CUCGGAAUCG* 


GCAUCAUUUC 


UCGGAAUCGG 


CAUCAAGAGC 


AGGCUCAUAG 


ACCAUAAAAG 


180 


GAAAUGUUCd 


UUGGAGGCGA 


GCAUCAGACC 


ACUUGCGCCA 


UCCAAUCACG 


AGCAAACACG 


240 


AGAUCGAACU 


AUCAUACUGA 


GCCAAUGGUU 


GUAAAGGGCA 


GAUGCUAUCC 


UCCAAUGAGG 


300 


GAAAAUGUCA 


UGCAACAUCC 


UGUCCUGUAA 


GCGGCUAUAU 


AAGCCAGGUG 


CAUCUCUUGC 


360 



I 
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UCGGGGUCGC CGUCCUACAC AUUGUUGUGA CGCGCGGCCC AGAUUCGAAU CUGUAAUAAA 4 20 

AGUUUUUUUC UUCUAUAUCC UCAGAUUGGC AGUGAGAGGA GAUUUUGUUC GUGGUGUAGG 4 30 

CUGGCCUACU GGGUGGGGUA GGGGUCCGGA CUGAAUCCGU AGUAUUUCGA UACAACAUUU 54 0 

GGGGGCUCGU CCGGGAUUCC UCCCCAUCGG CAGAAGUGCC UACUGUUUCU UCGAACUCCG 600 

GCGCCGGUAA GUAAGUACUU GAUUUUGGUA CCUCGCGAGG GUUUGGGAGG AUCGGAGUGG 6 60 

CGGGACGCUG CCGGGAAGCU CCACCUCCGC UCAGCAGGGG ACGCCCUGAU CUGAGCUCUG 7 20 

UGGUAUCUGA UUGUUGUUGG ACCGUCUCCA AGACGGUGAU AAUAUAAGUC GUGGUUUGUG 7 30 

UGUUUGUUUG UUACCUUGUG UUUGUUCGUC ACUUGUCGAC AGCGCCCUGC GAAUUGGUGU 84 0 

GCCCACACCG CGCGGCUUGC GAAUAAUACU UUGGAGAGUC UUUUGCCUCC AGUGUCUUCC 900 

GUUUGUACUC GUCCUCCUCU CCCUCUCCGG CCGGGAUGGG 94 0 
(2) INFORMATION POUR LA SEQ ID NO: 2: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 578 paires de bases 

(B) TYPE: acide nucleique 

(C) NOM3RE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION : lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ARN (genomique) 
(iii) HYPOTHETIQUE: NON 
(iii) ANTI-SENS: NON 

(vi) ORIGINS: 

(A) ORGANISMS : Re ticuloendot heliosis virus 

(B) SOUCHE: type A (REV-A) 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 2: 

GGGGUCGCCG UCCUACACAU UGUUGUGACG CGCGGCCCAG AUUCGAAUCU GUAAUAAAAG 60 

UUUUUUUCUU CUAUAUCCUC AGAUUGGCAG UGAGAGGAGA UUUUGUUCGU GGUGUAGGCU 120 

GGCCUACUGG GUGGGGUAGG GGUCCGGACU GAAUCCGUAG UAUUUCGAUA CAACAUUUGG 180 

GGGCUCGUCC GGGAUUCCUC CCCAUCGGCA GAAGUGCCUA CUGUUUCUUC GAACUCCGGC 24 0 

GCCGGUAAGU AAGUACUUGA UUUUGGUACC UCGCGAGGGU UUGGGAGGAU CGGAGUGGCG 300 

GGACGCUGCC GGGAAGCUCC ACCUCCGCUC AGCAGGGGAC GCCCUGAUCU GAGCUCUGUG 360 

GUAUCUGAUU GUUGUUGGAC CGUCUCCAAG ACGGUGAUAA UAUAAGUCGU GGUUUGUGUG 4 20 

UUUGUUUGUU ACCUUGUGUU UGUUCGUCAC UUGUCGACAG CGCCCUGCGA AUUGGUGUGC 4 80 

CCACACCGCG CGGCUUGCGA AUAAUACUUU GGAGAGUCUU UUGCCUCCAG UGUCUUCCGU 54 0 

UUGUACUCGU CCUCCUCUCC CUCUCCGGCC GGGAUGGG 57 8 



WO 98/49334 PCT/FR98/00849 



- j 



7 - 



feevendications 

1. Utilisation d'une sequence nucleotidique derivee de tout ou partie de 
Textremite 5' de TARN genomique d'un retrovirus de type C a Pexception 
5 des virus de la leucemie murine de Friend (FMLV) et de Moloney 

(MoMLV), a titre de site interne d'entree des ribosomes (IRES) dans un 
vecteur et/ou pour permettre ou ameliorer l'encapsidation d'un vecteur 
retroviral. 

10 2. Utilisation selon la revendication 1, selon laquelle le retrovirus de type C 

est selectionne parmi les virus REV, MSV, MHV, MEV, FMOV, AMLV, 
MEELV, SFFV, RASV, FLV, FSV, EFLV, SSV, GALV et BAEV. 

3. Utilisation selon la revendication 2, selon laquelle ladite sequence 
1 5 nucleotidique derive de tout ou partie de Pextremite 5* de l'ARN genomique 

d'un virus de la reticuloendoteliose. . 



4. Utilisation selon la revendication 3, selon laquelle ladite sequence 
nucleotidique derive de tout ou partie de Textremite 5' de l'ARN genomique 

20 d'un virus de la reticuloendoteliose aviaire et, notamment de type A. 

5. Utilisation selon Tune des revindications 1 a 4, selon laquelle ladite 
sequence nucleotidique est substantiellement homologue ou identique a tout 
ou partie de la sequence presentee dans l'identificateur de sequence SEQ ID 

25 NO: 1. 

6. Utilisation selon la revendication 5, selon laquelle ladite sequence 
nucleotidique est substantiellement homologue ou identique a la sequence 
presentee dans Tidentificateur de sequence SEQ ID NO: 2 : 
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(i) commen?ant au nucleotide 1 et se tenninant au nucleotide 57S, 

(ii) commen?ant au nucleotide 265 et se terminant au nucleotide 57S, ou 

(iii) commencant au nucleotide 452 et se terminant au nucleotide 57S. 

Utilisation selon la revendication 6, selon laquelle ladite sequence 
nucleotidique est identique a la sequence presentee dans l'identificateur de 
sequence SEQ ID NO: 2 : 

(i) commen^ant au nucleotide 1 et se terminant au nucleotide 578, 

(ii) commen9ant au nucleotide 265 et se terminant au nucleotide 578, ou 

(iii) commen9ant au nucleotide 452 et se terminant au nucleotide 578. 

Vecteur pour 1'expression d'un ou plusieurs gene(s) d'interet comprenant 
ladite sequence nucleotidique en usage selon l'une des revendications 1 a 
7. 

Vecteur selon la revendication 8, caracterise en ce qu'il s'agit d'un vecteur 
plasmidique ou d'un vecteur viral derive d'un virus selectionne parmi le 
groupe des poxvirus, adenovirus, baculovirus, virus de 1'herpes, virus 
associe a un adenovirus et retrovirus. 

Vecteur selon la revendication 8 ou 9, derivant d'un retrovirus et- 
comprenant au moins les elements suivants associes d'une maniere 
fonctionnelle : un LTR 5' et un LTR 3' retroviraux, un ou plusieurs gene(s) 
d'interet, et ladite sequence nucleotidique telle que definie dans Tune des 
revendications 1 a 7 pour permettre ou ameliorer Tencapsidation dudit 
vecteur dans une particule virale et/ou a titre de site IRES pour permettre ou 
ameliorer Texpression d'un gene d'interet positionne en aval de ladite 
sequence nucleotidique. 
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Vecteur retroviral selon la revendication 10, dans lequel ladite sequence 
nucleotidique est a titre de site IRES el comprenant en outre une region 
d'encapsidation heterologue a ladite sequence nucleotidique. 

Vecteur retroviral selon la revendication 1 0 ou 11, comprenant au moins : 

(a) un LTR 5' retroviral, 

(b) une region d'encapsidation, 

(c) de maniere optionnelle, un premier gene d'interet suivi d'une region 
promotrice interne une origine differente de celle dudit LTR 5' 
retroviral, 

(d) un second gene d'interet, 

(e) un site IRES,, 

(f) un troisieme gene d'interet, et 

(g) un LTR 3' retroviral, 

Tun au moins de la region d'encapsidation et du site IRES etant constitue 
par ladite sequence nucleotidique en usage selon Tune des revendications 
1 a 7. 

Vecteur retroviral selon la revendication 12, dans lequel la region 
promotrice interne, le second gene d'interet, le site IRES et le troisieme 
gene d'interet sont dans une orientation inverse par rapport aux LTRs 5' et 
3' retroviraux. 

Vecteur retroviral selon la revendication 12 ou 13, dans lequel la region 
d'encapsidation derive d'un retrovirus murin, notamment d'un MoMLV, ou 
d'un retrotransposon de type VL30 et le site IRES comprend une sequence 
nucleotidique telle que definie a la revendication 6. 

Vecteur retroviral selon la revendication 14, dans lequel la region 
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d'encapsidation derive d'un MoMLV et le site IRES comprend une 
sequence nucleotidique identique a la sequence presentee dans 
I'identificateur de sequence SEQ ID NO: 2 commengant au nucleotide 265 
et se terminant au nucleotide 578 ou commenfant au nucleotide 452 et se 
5 terminant au nucleotide 578. 

16. Vecteur retroviral selon la revendication 10, comprenant un LTR 5* 
retroviral derive d'un virus REV, notamment SNV, un LTR 3' retroviral 
d'une origine quelconque, un ou plusieurs gene(s) d'interet, et une sequence 

10 nucleotidique substantiellement homologue ou identique a la sequence 

presentee dans I'identificateur de sequence SEQ ID NO: 2 commen?ant au 
nucleotide 1 et se terminant au nucleotide 578, ou commen^ant au 
nucleotide 265 et se terminant au nucleotide 578, a titre de region 
d'encapsidation. 

15 

17. Un vecteur selon l'une des revendications 8 a 16, comprenant un gene 
d'interet codant pour un produit d'expression selectionne parmi le facteur 
VIII, le facteur IX, la proteine CFTR, la dystrophine, l'insuline, interferon 
alpha, beta, gamma, une interleukine (IL) notamment l'IL-2 et un marqueur 

20 de selection. 

18. Une particule virale generee a partir d'un vecteur viral selon Tune des 
revendications 8 a 17. 

25 1 9. Une cellule comprenant un vecteur selon Tune des revendications 8 a 1 7 ou 

ihfectee par une particule virale selon la revendication IS. 

20. Utilisation d'un vecteur selon l'une des revendications 8 a 1 7, d'une particule 
virale selon la revendication 18 ou d'une cellule selon la revendication 19 
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pour la preparation d'une composition pharmaceutique destinee au 
traitement et/ou a la prevention d'une maladie traitable par therapie genique. 

2 1 . Utilisation d'un vecteur selon Tune des revendications 8 a 1 7, d'une particule 
5 virale selon la revendication 18 ou d'une cellule selon la revindication 19 

pour la preparation d'un ou plusieurs polypeptides d'interet par voie 
recombinante ou pour la production d'un animal transgenique. 



22. Une composition pharmaceutique comprenant a titre d'agent therapeutique 
10 ou prophylactique, un vecteur selon Tune des revendications 8 a 17, une 

particule virale selon la revendication 18, une cellule selon la revendication 
19 ou un polypeptide d'interet obtenu selon l'utilisation selon la 
revendication 21, en association avec un vehicule pharmaceutiquement 
acceptable. 

15 

23. Une composition pharmaceutique selon la revendication 22, caracterisee en 
ce qu'elle comprend entre 10 4 et 10 u pfu, et de preference entre 10 6 et 10 n 
pfu particules virales selon la revendication 18. 

20 24. Utilisation d'un vecteur selon l'une des revendications 8 a 17, d'une 

particule virale selon la revendication 18 ou d'une composition 
pharmaceutique selon la revendication 22 ou 23, pour la transfection ou 
T infection de cellules pluripotentes, notamment de cellules pluripotentes du 
systeme nerveux central. 

25 
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FEU1LLE DE REMFLACEMEMT (REGLE 26) 




FEUILLE DE REMPLACEMENT (REGLE 26) . 
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A) Structure generate des vecteurs retroviraux 



neo-- 



Hl=TR - 



B) Nouveaux vecteurs retroviraux dicistroniques. 
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A) Effet de la ripamycine sur l'activite phosphatase alcaline 
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B) EfFet de la ripamycine sur l'activite neomycine phosphotransferase 
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FEUILLE DE REMPLACEMENT (REGLE 26) 
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